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第 且章 序論
グラ ム 陽性の 連鎖球菌属は自然界に広く分布 し､ 病原性細菌である肺炎球菌､ 溶血性連鎖嘩菌
や ヒ トの 正常細菌叢の構成菌種などを含む多様な細菌群で ある (Fig. I)｡ 連銀球菌属の多くは
高N㌔濃度 ､ アル カリ条件で は生育できない が ､ これ らの うち腸球菌は特徴的に耐塩性 ､ 耐ア
ル カ リ性 を示す ｡ 腸球菌は本来高等脊椎動物の 腸管常在菌で ある ｡ しか し､ 各種抗生物質に対
する耐性菌が多く ､ 特に近年 ､ 日本でもバ ン コ マ イ シ ン 耐性腸球菌 (VRE) の広が りが懸念さ
れ てお り ､ 院内感染症の原因菌と して注目され てい る o こ の うちの Ente ro c o c c2mhira eを対象と
して ､ そのイオ ン輸送系に つ い ての 研究を行 っ たo
粗 塗
細胞内の 恒常性維持は ､ 原核生物から真核生物に至 るま で全て の細胞 にお い て重要 で ある｡ そ
の ため に各種物質の 輸送体 が細胞膜上 に存在 し､ その 細胞 内における濃度を巧妙に調節してい
る o K＋は細胞内の 主要なカチオ ンであり､ K＋取り込み系が複数存在す る 【1]o また ､ 積極的に
Na＋を排 出 し､ N㌔濃度勾配を形成する能動的輸送体が存在 し､ 細胞膜 を介した Na十循環が行
われて い る【2-4]o 動物細胞 にお い て ､ Na＋排出及び K＋取 り込 み は主に N a＋収 ＋-ATPaseに より
行われ ､ 形成される N㌔濃度勾配は糖など様々 な物質の輸送に利用され る｡ 原核細胞では N㌔
及び K＋の輸送は個別の 輸送系 に より行われて い るo Na＋排出は能動的排 出系 によ るが ､ 動物細
胞 の それ とは機構が異 なる o 細菌に お ける主要な Na＋排 出系 と して は ､ s e co ndary Na＋ d
antiporter が広く分布 して い る 【5]o ある種の 細菌にお い ては ､ 脱炭酸との 化学的な共役 【6]､
電子伝達 【7]､ も しくは A T P加水分解 【叫こ共役 した prim ary な Na
＋#巨出系も存在す る. - 方 ､
N a＋ の細胞内 - の 再取り込み系と して はNa＋との se co ndary c otrarBPO rterが 主要な経路と考えら
れ る 【9]. また､ Na
＋濃度勾配 は A TP合成 【6]や べ ん毛運動 【10]に利用 され る場合もある.
Fig. 2 に腸球菌における Na＋, K＋の循環図を示 した [11]｡ Ente ro c o cc2mhira eは呼吸鎖を持たな
い発酵性細菌で あり ､ H＋の 電気化学的勾配は H＋共役型 FoFl- A T Pas e(F- A T Pas e) により形成
される [12]o 本菌には 2 種類の Na＋排出系 ､ NapA Na＋ d aJltipo rter[13, 14]及び Ni＋兵役型
Ⅴ- AT Pase[15]が存在するo F-A T Pas eの 至適 pH は pH 6.5付近で あるため ､ FIA T Pas eによ
1
り形成
されるプ ロ トン駆動力は酸性条件が最大で ある 【16]. した が っ て ､ Na＋/Ⅰナ arltipo rterに よる Na＋
排出は酸性か ら中性条件にお い て行われ ､ ア ルカリ条件 の ように プ ロ トン駆動力形成の 少ない
条件で は ､ 主に Na十A T Pas eに より N a＋が排出される 【16]o 一 方 K十取り込み系と しては KtrI
と KtrIIが存在する. KtrIは K＋, Rb＋を同様 に認識 (Km -0.2 m M) し､ 構成的に発現 して い る'と
考 えられ る. KtrIによる K＋取 り込み には A T Pとプロ トン駆動力 が必要 とされ [17】､ その 至適
pH は pH6-6.5 で ある [18]o
一 方 KlrIIは K＋に特異的な系で あり ､ その K m 値は釣 0.5 m M で あ
り ､ 至適pH は pH 9-10である｡ また KtrIIは プ ロ トン駆動力非依存的な系 で ある 【1S, 1 9]. 筆
者らの グル ー プ は N a＋共役型 v-A TPas eの オ ペ ロ ン遺伝子 ､ ntpオ ペ ロ ン の末端 に存在す る n申J
遺伝 子が ､ KtrII K＋輸送系 の本体で ある こ と を明らか に した (Fig. 3)[20]｡ 呼 オ ペ ロ ン に コ ー
ドされ る Na十A TPa5 e及 び NtpJは ア ル カ リ条件での 生育に必須であるこ とがわか っ てお り ､ こ
の ような輸送体が 一 つ の オ ペ ロ ン を形成 して い る ことは ､ そ の発現調節の 面か らも興味深 い ｡
イオ ン輸送性 AT Pa s e
生体の 重要なエ ネル ギ ー 変換系で あるイ オ ン輸送性 A TPas eに つ い ては ､ そ の機能が細胞活動
を大きく左右するた め ､ そ の 反応機構 ､ 阻害剤の 作用機作な どの解明が望まれて い る｡ イオ ン
輸送性 A T Pas eは構 造 ･機能 ･ 生化学的性質か らp 型､ F型 ､ V 型の 3種に分類される(TableI).
p-type A T Pas eは動物細胞形質膜 の Na＋瓜＋- A T Pas e[2 1]､ 筋小胞体の Ca2＋ -A T Pase[22]､ 胃粘膜
細胞の H＋偲＋- A T Pa se[23]､ 及び E_ c oli K dpK
＋輸送系 【24]などに代表され るo 反応過程で リン
酸化中間体 (E-P) を形成す るた めに P-ty peと呼ばれ ､ α2β2 の 4畳体として機能すると考えら
れて い る｡
F-ty pe A T Pas eは F.Fl
- ATPas e､ ATP 合成酵素とも呼ばれ ､ ミ ト コ ン ドリア 内膜 ､ 集線体チラ コ
イ ド膜 ､細菌細胞膜な どに存在し､イ オ ン の電気化学的勾配を利用 して ÅⅣ を合成する 【25,ュ句o
こ の 膜を介した エ ネル ギ ー 伝達は Mitchell の化学浸透圧論 【27]により説明され るo 電子伝達系
たよるfr[排 出に より ､ H＋の 電気化学的勾配 (ApH＋ - F AT
- 2･3 R TApH,F:フ ァ ラデ
ー 定数 , Aw:
膜電位, R: 気体定数 , T: 絶対温度) が形成され る o こ れがプ ロ トン駆動力 (Ap: -ApH＋/F -
Av- Z ApH) と して 蓄
'
k られ､ A TP合成酵素による A TP合成に利用され るo また ､ AT P合成酵
素は P.Fl-A T Pa seとも呼ばれ る ように ､細菌の細胞膜にお い て AT P加水分解に共役したイ オン
輸送 を行う｡ また ､ プ ロ ト ン駆動力は 汀卜共役型の様 々 な物質輸送 ､ べ ん 毛運動などにも利用
され る 【28]o F-A J Pas eは 196 0年､ Ra ckerらにより酸化的
1)ン酸化の 共役因子 (factor1, Fl)
として ウシ心筋ミ ト コ ン ドリア か ら精製された 【2 9]o E. c oliにお い てもそ の オ ペ ロ ン遺伝子
(aq', u n c) がク ロ
ー ニ ン グされ [30, 31]､ そ の 解析 により F- A T Pas eの サブ ユ ニ ッ ト構造な どが
明らかに された . さらに F-A T ?aseに つ い て は様々 な生化学的 ･ 分子生物学的研究に より ､ 各
サブ ユ ニ ッ トの機能やそ の相互作用 ､ 重要なア ミノ 酸残基に つ いて の研究が進ん でい る 【32,
33]o 詳細に つ い て は第3章で述 べ るが ､ F- A T Pas e反応で は A T P合成/加水分解が､ 酵素分子中
心軸の 回転を介 してイ オ ン輸送 と共役 して い るょ これ は Boyer が回転触媒説 【34, 35jと して提
唱 したもの だが ､ walkerらに よ る Fl-A T Pase の結晶構造の 決定 【36]や､ 酵素中心軸 (†サブ ユ
ニ ッ ト) の 回転 の 直接観察に より Fl- AT Pas eが回転する分子 モ
ー タ ー で あるこ とが 立証され
【37】､ 1997年には Boyer並びに Walkerにノ
ー ベ ル化学賞が授与されて い る. 膜内在性 の F. 部
分に つ い ても様 々 な生化学的研究及び回転観察 【38 4 3]から､ c サブ ユ ニ ッ トが構成す るリン グ
が ､ †サブ ユ ニ ッ トと共 に回転す る ことが分 か っ て い る｡ しか し現在の とこ ろ､ こ の回転がど
の ようにイオ ン輸送と共役 して い る かが大きな疑問と して凍されて いる ｡
V-type A T Pas e(液胞型A T Pase, V - AT Pas e) は真核生物の細胞内膜系 (酸性小器官) や形質膜な
どに存在し, そ の 内腔も しくは外部環境の 酸性化に より様々 な生理機能を与 える重要なプロ ト
ン ポ ンプで ある 【44-4 6]. 被骨細胞の 波状膜や内耳に存在す る V-A T Pas eは ､ 近年その 機能不全
が骨 の 形成不全 【471やリ ン パ 液の pH バ ラ ン ス の 崩れ に起因す る難聴 【4S]など､ 様 々 な疾患 に
関連す る ことが明らか に なっ てきて い るo また v- A T Pas eは F-A TPas eと同様に ､ 細菌の細胞膜
にお いて ÅⅣ 加水分解に伴うイ オ ン輸送を行う 【8,49】｡現在まで に酵母液胞 を始めとする様 々
なオル ガネラか ら Ⅴ- A TPas e が精製され ､ そ の構造 ･ 生化学的研究が行われてきた 【50-53]｡
V- A TPas eは F- A T Pas eと類似 の構造をもつ 多量体酵素であり ､ そ の反応機構は本質的に同 一 で
あると考 えられて い る (Fig. 4)【43, 45】｡ しか し､ その存在が真核細胞 に限られて い たために
F-A TPas eに比 べ その 分子機構 の解明が遅れ て お り ､反応機構の 詳細など未解明の部分が多く残
されて い た ｡
塵墜塾 雌 些
E. hira eにお けるNa＋ポ ン プの存在は19 82年Haroldらにより報告され [8,54,55]､ そ の疲Kakin um a
らに より こ の酵素がN a＋輸送性の V-ATPas eで ある ことが明らかにされた 【16,56]o E. hira e
Na＋- A T Pas eは11 の遺伝 子 から構成される 呼 オ ペ ロ ン に コ ー ドされ るo Na＋- A 押as eは こ の うち9
つ の遺伝子 が コ ー ドす るサブ ユ ニ ,i,トにより構成され (Figs. 3,4)【57]､ 現在n中座遺伝子 はO R F
で はな い と推測されて い る｡ また､ 本オ ペ ロ ン の発現は細胞内N㌔及びpHにより転写 レ ベ ル で
調節され て い る 【58, 59]o
F-type, V -typeA TPaseに よるイ オ ン輸送には ､ 膜内在性F., V｡部分の サブ ユ ニ ッ ト (E･ hira e
NtpK6?, E･ c oliclO.14) に保存された酸性残基 (E･ hira eNtpK Glu1 39, E･ c olic Asp-61等) が必須
で ある (Fig. 4)[60,61]o こ の 酸性残基は ､ 特異的阻害剤DCC D(NN
'
-dicyclohe xylcarbodimide)
の結合部位でもある｡ イオ ン輸送過程 は､ こ の 酸性残基を中心と した結合部位 - の イオ ン結合
に始まり ､ 結合部位か らチ ャネル形成サブ ユ ニ ッ ト (NtpI, a) - のイ オ ン の 受け渡し ､ イ オ ン
の チャ ネル 内通過及び放出 ､ などの段階が連動 したもの である｡ しか しF-type, Ⅴ -type A T Pas e
の 多くは 汀十共役型で あるた め に ､ 第 一 段階である基質 ,(H＋) の 結合を測定する こ とが不可能
で あり ､ イ オ ン輸送反応の 詳細 に関しては明らか にできて いない o E. hira eV- A T Pas eはN a＋共役
型で あり , Ⅰナ共役型で は困難な､ その輸送反応に つ い て の速度論的解析が 比扱的容易か つ 詳細
に行える ｡ また ､ 酵素に対するN㌔の 結合が高親和性 (&値約2叫 M) で あるため に ､ 放射性
同位 元素 (
22
N㌔) などを用い て酵素分子 - のNa十の結合を直接測定する こ とが可能で あり､ こ
の 系 を利用 して野生型酵素 へ のNa＋結合の性質が詳細に解析されてきた [62]o
本研究で は 坤 オ ペ ロ ン に コ ー ドされる輸送体を対象と し､ まずNtpJ K＋輸送系に よるNa
＋取 り
■
込み の性質及びそ の メ カ ニ ズム に つ いて検討 し､ 続い てNtpAからFに コ ー ドされ るN a＋-Å Ⅳ as e
によるイ オ ン輸送機構 に つ い ての 解析を行 っ た｡
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第 2草 N食pJ K＋輸送体による Na＋輸送及 びそのイオ ン輸送機構
2-1 緒言
細胞膜を介した Na＋の循環は全ての細胞にお いて行われている｡ こ の Na
十
循環は細胞内の N㌔濃度
と Na＋濃度勾配を維持する役割を果たす ､ 能動的な Na
十
排出系により行われて いる 【2-4]o 動物細胞
で は主に P- type Na
＋侃 ＋- A TPase によりNa＋#拙 が行われるが ､ 細菌では Na＋排出とK＋取り込みは
別々 の 系で行われており､ se c o nda ry Na
＋/ FL ardiporter[5]をはじめ､ ATP 加水分解 [S]､ 電子伝達
【7]や脱炭酸反応 【6]に共役したprim aryなNa＋排出系の存在が知られているo さらに細胞外に排出さ
れた Na＋は ､ Na＋#度勾配を消費する様々 な経路により細胞 内 - 再度流入するQ 主な経路は Na＋と
の共輸送体 【9]であるが ､ A T P合成 [6]､ べ ん毛運動 【10]などに Na＋濃度勾配が使われる例もあるo
腸球菌 Ente ro c o c c whira eに存在する 2 種類の Na＋排出系のうち､ nQ オ ペ ロ ンによりコ ー ドされる
Na＋- A TPas eは 9種類のサブ ユ ニ ットから構成される典型的な v- AJ Paseである( 第1 章 ､ Fig･ 4)[15,
57]o Na
＋
-A TPa seはアルカリ条件のように ､ プ ロトン駆動力 の形成が限られた条件における重要なNa＋
排出系である. 一 方 ､ 本菌における Na＋濃度勾配 の消費系はほとんど明らかになっ て いない o したが
つ て ､ 本菌で の N a＋排出系の主要な役割は細胞外 - Na十を排出し､ K＋を蓄積するための 細胞内容
積を作ることだと考えられてきた 【8, 63]o
E･ hira eには 2種類の 高親和性 K＋取り込 み系 ､ KtrIとKtrIIが存在する(第1 章､ Fig. 2)o これらの
K＋輸送体の分子機構 に?いては明らかでない部分が多いが ､ 坤 オ ペ ロ ン末端 に存在するnqLT遺伝
子 臥 KtrIIK＋取り込み 系の輸送体をコ ー ドしている 【20]o NtpJtまSa ccha ro myc es c ere visia e Trklp,
Trk2p､ Es cherichia c olt Trk G, TrkH ､ Tritic u m a estiv u m(whe at) H K Tlなどの様 々 な K＋輸送体と相
同性を示す【57]o これら K
＋輸送体の共役イオンに つ いては様々 な解析が行われて いるが ､ そ の分子
機構に つ いては明らかでない部分が多い ｡ 碑 オ ペ ロ ンの発現は転写レ ベ ル で細胞内Na十により調節
されていることから､ KtrIIによ8K＋取り込みには Na＋-A TPaseにより形成されるN a＋濃度勾配が関与し
て いると考えられる｡
本章では ､ NtpT のイオン輸送機構を解明する目的で ､ NtpJを介するNa＋透過の 有無 ､ 及 びそのメカ ニ
ズム ､ さらに関連する K＋取り込み系 につ いての解析を行っ た｡
2-2 方法
使用菌株 ･培地
腸球菌 EnteT10 C O C C Whira e野生株 AT C C 9 790
9 790を親株とした以下の変異株を使用した｡
J EM2;n申′遺伝子をエリス ロ マイシ ン耐性遺伝子 の挿入により破壊した n申丁遺伝子破壊株 [20]
Nakl;Na
'
-A T Pa se欠損株 【64]
細胞は 37oC､ 栄養培地中で静置培養した 【19】｡
10
N av y(1 % Bactotry pto n e,0･5 % Ba cto Ye astExtr a ct,1 %glu cose, and O･85 % Na2H P O4)
NaT Y の Na＋
, K
＋濃度はそれぞれ ､ 120 m M 及び1 5mM であるo
K T Y(1 % Bactotrypto n e,0･5 % Ba cto YeastExtra ct,1 %glu c os e, a ndl %K2H P O4)
K T Y の Na＋
,
K＋濃度はそれぞれ ､ 15m M 及び 120m M であるo
M 17(Bacto M 17 B R O T H dehydrated 3･73g,2 0 % la ctos e25 miinl･O liter)[65]
必要に応じて ､ Yea stExtra ctを0･02 5 %とした ､ 低 K＋濃度 NaT Y(r nNaT Y)を使用した｡ mNaT Y の K＋
濃度は約1 mM 以下である【6 6】｡
必要に応じて培地の pH を Na2C O3添加により約 pH IOに調整したo
J E M 2の培養に際して は1 0Llg/ mi のエリス ロ マ イシン ､ JE M 2形質転換株の培養時には10pg/mi のエ
リス ロ マ イシン ､ 5 pg/ml のクロラムフ ェ ニ コ ー ルを添加したo
寒 天培地の作製には 1･5 % の寒天末を加えた ｡ 細胞の生育は O D-540n m にて測定した ｡
蛙邑!里 迦 些獲真
wi ld- type の nQJ 遺伝子を含む プラスミドとして ､ E･ c oI'･ - B･ s ubtiZis シャトル ベ クタ ー pH Y 300 P LK
(TA 監A R A BIO rN C･)の BglIIsite に ､ pK A Z132[20]の BglII-BglT) 2.2 kbpフラグメントを挿入した
pL K 132を作製したo s equ encingによりテトラサイクリン耐性遺伝子の 下流に n砂J遺伝子が挿入されて
いることを確認した o
遊佐整 地
部位特異的変異導入は ､ 変異(下線部) を含ん だプライ マ ー を用 いた p c R法によっ て行 っ た｡ 用いた
プライマ ー は以下に示した ｡
ntpJ- G276 A:5
'
- G A A C A G C A G⊆基TA T T A C T C T A T T O A T TATTTA C A G A T G A G T C A T G C_3,
ntpJ- E 383Q:5
'
-A T T G C G T T T⊆A A G T C T TTT C CG C T T T T G G G-31
星塵 監 些塵室転換
Solio zらの方駄を参考に行っ た [65]o M 17培地 1 00ml中ヤ ー 晩培養後 ､集菌した細胞を500 miの
滅菌水で2回洗浄し､ 最終的に 1･0 miの滅菌水に懸濁した細胞(1×1010c ells/ml)を co mpet占nt c el
として使用した｡ co mpete ntc ellは -800c で保存可能であり､ 解凍後に滅菌水で2回洗浄して使用した｡
co mpeteI止 c el160pl に1 -3 ng の プラスミドD N Aを加えてよく混合したものをo.1 cm キ ュ ベ ットに入れ ､
Gen ePuls er(BioRad)で パ ル ス(1･4kV, 30 00 n,2 50pF)をか けた o 直ちに M 17培地を300pl加え, 37
oC で 2･5 時間以上インキ ュ べ - シ ョンした後 ､ 薬剤 耐性に応じた抗生物質を含む K T Y寒天培地に
300pl 全 て塗布 し ､ 37 0c でイシキ ュ べ - シ ョ ン した ｡ こ の 条件で の 形質転換 効率 は 約 105
tr an sfor m a nts/pgD N Aである.
ll
@
プラスミドD N A の調製は Fr er eの 方法を参考にした 【67]o O･5 %glycin eを含む K TY 培地で 一 晩培養､
集菌し､ s olutio nA(5 0m M Tris- H Cl
,
0･1 M glu c os e,1 0m M E DT A,pH 8.0)に懸濁した後 ､ グラスビ ー
ズを適量加えて v ortex mix erで1-2分間よく混合した. その後は E. cdiと同様にアルカリ法でプラスミ
ドの抽出を行 っ た｡
塵道道堕聖艶塞
<K＋取り込 み活性の測定> 対数増殖期で集菌した細胞を､ 2,4-di 血opben olを用い て Na十負荷細胞
とし[17】､ 約 I mg/mlとなるように 0･1 M Na十2-(cyclohexylamin e)ethan es ulfo nic acid(C H ES; pH 10)に
懸濁したo 懸濁液 に10 血Mglu c os eを加えて10分間インキ ュ ベ - 卜した後 ､ 2 m M K Cl添加 により反
応を開始 したo サンプ ル(0･3 mi)は各時点で Nu cle opor epolyc arbonate flter(pore siz e, 0.4 Lu n;
Co starScientificCo･
,
Cambri dge, M ass･)を用いてろ過し､ 2 血M MgS O4で 2 回洗浄した｡ 細胞内 K＋
含量は ､ フィルタ ー 上に捕集した細胞から=otT C A処理で抽出後 ､ 原子吸光陰により定量した｡
<Rb＋取り込み活性の測定> 86R b＋の取り込 み活性は ､ K＋取り込 みの場合と同様 に細胞懸濁液を調
整し､ 各濃度の 86R bCl(0 3 7 M Bq/ 批 ol)を添加して反応を開始した o 各時点でサンプル を c elulo se
ac etate m e mbr an efilter(por e siz e, 0･45 pm; Toyo Roshi Co. , Tokyo, Japan)を用いてろ過し､ 2 m M
MgS O4 で洗浄したo 細胞内の 86Rb＋放射活性を液体シンチレ ー シ ョンカウンタ ー で測定したo
<Do w nhi11 の Na＋取り込み括性 の測定> 2,4-dinitr ophen ol法によりK
＋負荷細胞を作製し､ 5 mg/miと
なるように 2 m M MgSO4 に懸濁したo N㌔
･
取り込 みは ､ 0.2 mlの細胞懸濁液を2 mlの各種 バッフ ァ ー
に加えることにより開始したo K＋取り込 みの場合と同様にサンプルを採取し､ 各時点での細胞内 Na＋
含量を原 子吸光法により定量した｡
<膜電位依存性 の Na＋, Li＋取り込み活性の測定> 2,4-dinitrophe n ol法によりK十負荷細胞を作製し､
バ ッ フ ァ ー (50m M N- m ethylglu c amin e-CH E S,2 m M MgS O4,PH10)に0･8 mg/miになるように懸濁し
たo 懸濁液に 2 m M NaC l(LiCl)を添加し､ 5分後に3 0pM v alino mycin の添加 に.a:り反応を開始した｡
K＋取り込み の場合と同様にサンプルを採取し､ 各時点での Na＋, Li
＋細胞内含量を原子吸光法により
定量した｡
塵墨昼型塾塞
膜電位 の形成壮 ､ 3,3
'
-dihexylox ac arbo cyamin eiodide[DiO C6(3)]の蛍光クエ ンチングにより測定した
【68, 69]o NaT YpH IOで培養後 ､ Na'を負荷し､ バ ッフ ァ ー (0･1 M Na＋-C H E S
,
2 m M MgS O4,PH 10)
に 0･5 mg pr otein/mlとなるように懸濁し､ 1 pM D iO C6(3)を添加 して 250c､ 10分間インキ ュ ベ ー シ ョ
ンした o 蛍光強度を励起波長4 70n m､ 蛍光波長510n mで モ ニ タ ー した(m odelMPF-4;H ita chi Co.).
形成された膜電位は ､ 30J⊥M v alin o mycin 存在下での K＋､ Rb＋の分布平衡から箕出した 【69].
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塵盆整聖週整
細胞膜分画の調整は Mt mtaらの方法 【54, 71]に従っ た o NaT Yもしくは NaT Y＋0.2 M NaCl培地中で
対数増殖後期まで培養し､ 集菌した細胞を2 m M MgS O4で 2 回洗浄後 ､ o･1g w et w e柵 / mlとなる
ように 2 m M MgS O4/0･5 M glycylglycin e- K OH (pH 7･2)に懸落したo N- Ac etylm u rami das eS G
(S EI 払 G A K U Col , Tokyo)を終濃度2 0pdmiで添加し､ 3 70c で1 0-2 0分間インキ ュ べ - シ ョンした o
14,000rpm ､ 2 0分 ､ 4 Oc の遠心後､ 沈殿に1/8 v olu m eの bufferA(5 0m M Tris-H Cl, 5 rnM =gC12,
10 %glyc er ol, 20pM F U T175[ 2], 1 m M P- m er c apto ethan ol, pH 7･5)及 び10帽/mlD Nas eIを加え､
氷上でよくホモジネ - 卜し､ Fren chPress(1 0,00 0psiX3)により細胞を破砕したo BufferA,(0 %glyc erol
buqerA) を等量加え､ 1 4,000rpm ､2 0分 ､ 4 0c の遠心後 ､ 上清を50,00 0rpm( 約1 0,00 0×g)､ 60分､
4 0cで遠心して膜分 画を沈殿させたo これをbuqerA A,(5 %glyc erol)で2回洗浄後 ､ 適量のbufFe,A
に懸濁し､ -80 0c で保存した.
塵 釦 迦包艶
600pl の反応系で測定したo 20m M Tris- H Cl(pH S･8)に各濃度の NaCl､ 2 m M MgS O4､ 膜分画を加
えた後 ､ o･5 m M D C C Dを添加して370cで5分間インキ ュ ベ ー ショ ンした o 続いて2血M A T P- 廿is(pH
< 6･9)を加え ､ 10- 30分後に 10 % S D S 400plを添加して反応を停止させた(total 1.0 miとなる). ここ
に Pi-r e agent(Fes o4･7 H20 1g, A m - M o s olutio n2 ml in 2 0 ml)(A m - M o s olution; a mmo niu m
m olyb date 8gdiss olv edin 10 N H2S O450 mi) を50 0pl加えて3 70c で 30秒インキ ュ ベ ー シ ョンし､
生成した無機リン酸 - モリブデン酸錯体を 740n m にお ける吸光度により比色定量した｡ 標準液 には
10 m M K H2P O4 を用いた [73]o
豊里塾
生育中の細胞の細胞 内 Na＋, K＋濃度の定量は以下の方法で行っ た 【74]o 対数中期の細胞をフィル
タ ー [Nu cle opor epolycarbo n ate Blter(pore size, 0･4 pm; CostarScientificCol , Cambridge, M ass.)]上
に集菌し､ 2 m M MgSO4で2回洗浄後､ HotT C Aで細胞内イオンを抽 出し､ 原子吸光法で定量した｡
E･ hira e9790及 び JE M 2 の細胞内容積は ､[14c】inulin[7d]を用 いて測定したところそれぞれ 2.0 pl
及 び 2･1 pl であ っ たo イオン の細胞内濃度の 計算に はこれらの値を使用したo タン パク質恵量は
Lo w ry ら【75]､ S DS ポリアクリル アミド電気泳動は La err mli の方法 【76]に従っ て行 っ た｡ w este rn
blotting は Niels e nらの方法 【77]により行 い ､ タンパ ク質の検出には alkalin ephosphatas e- c o njugated
go atarlti･r abbitIgGsyste m を使用した.
86R b ClはNEN LifeScien cePr odu cts,In c･ より購入した. D iO C6(3)は Sigm a-A ldrichCo.より購入したo
その他の試薬は全て特級を用 いた ｡
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2-3 結果
E. hiTa eNtpJ K
＋輸送体による Na＋輸送及 びそのイオン輸送機構
2-3-1 K
'
取り込み に対するバリノ マ イシンの影響
アル カリ条件下 ､ 2 m M K Cl添加 により観察されるグル コ ー ス依存性の R＋取り込 み活性 は ､ KtrIIによ
る K＋取り込 み活性である [19]o 野生株 A T C C 9790では2 m M K Cl添加によりKtrIIによるK＋取り込
み活性が観察される(Fig･ 5 A)｡ 低濃度の バリノ マ イシンはその条件で形成されている膜電位の指標と
なることから【69L バリノ マ イシンを添加したところ 9790による K＋取り込みは強く阻害された(Fig. 5 A)o
こ の ことから､ 以前に指摘されて いた通り､ KtrIIによるK＋取り込みが膜電位に依存した miportではな
いことがわかる【1 6]o
一 方 ､ NtpJ欠損株J E M 2にお いては､ 同条件下 KtrllによるK＋取り込みは観察
されない o しかし､ バリノ マ イシ ン添加 により､ 野生株とは異なり顕著な K＋取り込みが観察された(Fig.
5 B)o こ のときの J E M 2における K＋蓄積量は親株 の約10倍であっ た.
また ､ 低 K＋濃度(1 m M K＋以下)､ 高Na＋濃度における9790及びJ E M 2 の生育に対するバリノ マイシ
ン の影響を調 べ た(data n ot sho w n)o 野生株 9790は ､ pH I Oにお いても中性条件とほ ぼ同様の 生育
速度で 生育する. 97 90 の生育は ､ K＋取り込み活性と同様にバリノ マイシン添加 により阻害された o こ
れに対して ､J E M 2は アル カリ条件下低 K＋濃度培地では生育できない ｡ しかし､ K＋取り込み活性と同
様 に ､ バリノ マイシン添加 によりJE M 2 の生育が回復したo これらの結果は ､JE M 2にお ける膜電位の過
形成を示唆して いるo また､ バリノ マイシン非存在下にお いても､ 2 0mM 程度の K Cl添加 によりJE M2
の 低 K＋濃度培地での生育が 回復する. このときの J E M 2の細胞内 K＋含量は培地中の K＋濃度よりも
高く､ 何らかの低親和性 K＋取り込み系が機能していると考えられる. この 点につ いては 2-3_5 以降に
述 べ る｡
2-3-2 JE M 2における膜電位の過分極
野生株 ､ J E M 2 で の膜電位の形成を蛍光試薬DiO C6(3)を用いて観察した(Fig. 6). Na
＋を負荷した野
生株 ､ JE M 2それぞれ の細胞を Na＋バ ッフ ァ ー に懸濁し､ DiO C6(3)を平衡化後 ､ グル コ ー ス添加によ
る蛍光強度の変化を測定した ｡ 野生株ではグル コ ー ス依存的に蛍光クエ ンチングが観察され ､･ こ のク
エ ンチ ングは バリノ マイシン添加により影響を受けず ､ バリノウイシンに続いて1 0m M K Clを療加する
ことにより抑制された(Fig. 6A,le允)o グル コ ー ス依存性の蛍光クエ ンチングはJE M 2にお いてより顕著
であり､ これは野生株 同様 バリノ マイシン添加に引き続くK Cl添加により抑制された(Fig. 6 B,left)o 転
生株とJE M 2 の細胞 内容積は 同程度であるの で ､ この結果はJE M 2において野生株よりも高い膜電位
が形成されていることを支持してい るo また野生株にお いては ､ K Cl の みを添加しても蛍光クエ ンチン
グの抑制が観察された(Fig. 6A, rigb土)o こ のことは NtpJが electrogemicなK十輸送を行うことを示唆し
てい るo しかし､ J E M2 においては KClの みを添加した場合のク エ ンチングの抑制は非常に遅く､ KCl
に続い てバリノ マイシ ンを添加することにより蛍光強度がほぼ完全に回復した(Fig. 6B, right). JE M 2
におい ては バリノ マ イシ ンの存在により K＋の影響が大きくなっ ていると言える｡ 一 方 ､ Na＋- ATPase欠
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損株 である Nakl[64]にお いて はグル コ ー ス依存的な蛍光クエ ンチ ングは観察されず(Fig. 6 C)､ E.
hira eにお い て ､ アルカリ条件では主に Na＋- AT Pas eによる electrogenicな Na＋#F出により膜電位が形
成されることが 示された｡
野生株 ､J E M 2にお いて形成された膜電位 の大きさを､ バリノ マイシ ン存在下で の K＋, Rb＋の 蓄積量か
ら算出した [69]o バリノ マ イシン存在下､ 様々 な濃度の K Cl添加 による K＋蓄積量を調 べたところ ､ 10
m M 以上 の K CI添加 では膜電位の 形成が抑制された(d ぬn otsbo -)｡ よっ て､ 高濃度 K Cl存在下
で の K＋蓄積量は形成された膜電位を反映してい ないと考えられる. これ はおそらく､ ドナ ンの 膜平衡
に基づ いた細胞内電荷の消費のために K＋が取り込まれたことが原因と考えられる｡ した が っ て､ 膜電
位に対するK＋の影響が ほとんどないと考えられる､ 0･5 m M KCl以下の 点をもっ て膜電位の算出を行
つ たo そ の結果 ､ K＋蓄積量から算出した膜電位は野生株 ､ JE M 2それぞれ ､ - 11Sj=1 m V 及 び -
16 0 ±2 m V であっ た o Rb＋の蓄積量から算出した膜電位はそれぞれ - 1 1 5m V 及 び - 165m V であり､
K＋による結果とほ ぼ 一 致したo また ､ 蛍光強度から見積もった膜電位 の大きさはそれぞれ - 110m V
及び - 150 m V であっ た 【68, 69]o これらの結果から､ Nq)J の欠失によりアルカリ条件 下 E. hira eの膜
電位が過分極していることが明らかになっ た｡
2-3 -3 NtpJを介した Na＋透過につ いて
J E M 2の膜電位 の過分極 は､ Na' バ ッ フ ァ ー 中で ､ Na'- A TPaseによる膜電位の形成が行われている
条件で観察された o そ のため過分極の原因としては ､ N㌔- Å Ⅳ as eの活性変化 ､もしくは細胞膜 の N㌔
に対する透過性の 変虹 あるい はその 両方が考えられるo 膜分画の Na'依存性 A T Pカ口水分解活性は
979 0､ JE M 2それぞれ ､JO･14及び o･14pm oumin/mg protein であっ たo さらに ､ c el 1ys ate を用いた
w estern blotting の結果から､ 南棟の AT Pase発現量にはほとん ど差は認められなか っ たo また､
Na七AT Pas eによる electroge nicな Na
＋排 出につ いてもほとんど変化がなか っ たo よっ て ､ Na＋-A TPase
活性 の変動 はJ E M 2における膜電位の過分極にほとんど関与していないと考えられる｡
次に ､ JEM 2にお けるNa＋膜透過性 の変化につ いて検討した｡ NtpJt3:KtrII K＋輸送体によるK＋取り
込みの本体であるが【20】､ この系を介した N㌔など他 のイオン の動きに 関しては不 明である｡ そこで ､
野生株 9790及 び JE M 2 のpH IOにおけるNa'輸送につ いそ検討したo まず ､ K＋負荷した細胞を各
濃度の Na＋を含むバ ッフ ァ ー に懸濁し､ 濃度勾配にしたが っ た受動的なNa＋流入 に つ いて調 べ た｡ 野
生株とJ E血 両株において Na'の流入は バッフ ァ ー の Na'濃度に依存し､ 200mM Na.のときの Na.
流入速度は両株ともに約 2 nm oumirJmg protein であ っ た(data n otsho wn)c
続いて濃度勾配に逆らっ た ､ uphill の Na＋流入 につ いて検討した(Fig･ 7)o N- m ethylglucamin eバ ッフ
ァ
ー に懸濁した K＋負荷細胞に､ バリノマ イシン添加 により膜電位(in side n egativ e)を人工 的に負荷し､
膜電位依存性 の Na'取り込みを見たo腐生株 9790にお いて 臥 膜電位負荷により35n m oymin/mg
protein と､ do w nhi11の壕合よりも高い活性が観察され ､ steady-state にお いては約 1 0 0倍 の Na＋濃度
勾配 が 形 成され て い た(Fig･ 7 A). こ の 膜 電 位 依存性 の Na＋取り込 み の 初 速 に 対 して
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Lin e w e a v er- Burkplotsをとると直線となり､ Na＋に対するKm 値は約 1･3 m M であっ た(Fig. 8)o 一 方 ､
J E M 2では膜電位負荷による Na＋取り込み は観察されなかっ た(Fig. 7 B)｡ また , JE M 2に野生型の
npJ遺伝子を含むプラスミド(pLK132) を導入 した株では ､ 膜電位依存性 の Na十取り込み活性が回復
した(Fig･ 7 C)o 以上の結果から､ NtpJが膜電位に依存した Na＋透過に関与していることが明らかとな
つ た o それと同時に､ n 射 通伝子破壊株 にお ける膜電位の過分極には ､ NtpJK十輸送体を介した Na.
流入 の減少が関与していることが示唆された｡
2-3-4 Na＋, K
＋取り込 み に対するNtpJ変異 の影響
1997年 に M ackin o nnらに よ り放線菌の K＋チ ャ ネル (KcsA) の 結晶構造が提出され [78]､ イ オ
ン チ ャネル の輸送機構の 研究は構造面から大きく進展 した. NtP に類似 した K＋輸送体は生物
界に広く分布す るが､ これら輸送体は2 つ の 膜貫通部位と､ それ を連結するル ー プか らなる領
域が 4 回線り返された構造をとると考えられて い る (Fig･ 9)【79-81】｡ そ の 中でもイ オ ン透過に
関わ ると考えられ る部分は ､ KcsA のイオ ン透過 ポア (P-lo op) と比 較的類似性 が高い [$2]o 他
の K＋輸送体との比較か らイ オ ン輸送に関わると推定される NtpJ のア ミノ酸残基に つ
'
い て変異
体を作製し､ そ の活性を測定 した o そ の結果 ､ G 27 6A変異体では K＋取り込み活性が NtpJ欠損
株 と同程度にまで低下 し､ こ の残基 は K＋輸送 に関与する ことが示 唆された(Fig. 1 0B). 一 方 ､
E 38 3q 変異体にお いて は ､膜電位依存性の N㌦取 り込 み活性が野生型 の約 4 0 %に低下 した(Fig.
1 0 A)o この残基の 変異は低 K＋濃度培地で の 生育に ほとん ど影響 しなか っ た ことか ら､ G lu_383
は Na＋輸送 にの み 関わる可能性が考えられ るo Trih･c 2 m a eSb･v u m 鑑 T lやTlbrio algin o[yb
･
c ILTKtrB
にお い ても､ これらに相当する残基 がイ オ ン輸送に関わるとの報告が ある 【83,84】｡
E. hE
'
tTa e低親和性 ‡汁輸送系の 性質
2-3-5 アルカリ条件における E. hira eの生育に対する K＋, Rb＋濃度の影響
KtrII活性欠損株 JE M 2 の低 K＋濃度培地にお ける生育が数 10m M の K Cl添加 により回復すること
から､ E･ hira eには低親和性 の K＋取り込み系が存在すると考えられる｡ 2 つ の高親和性K＋取り込み系
(KtrI, K trII)欠損株 ､ JE M K l[66]を用 いて ､ ア ルカ1)条件下 ､低 K＋濃度培地(血NaTY;Na＋紹00rnM,
K＋≦1 m M)における生育を調 べ た o 野生株97 90はこのような培地にお いても生育速度o.35 h
-1で生育
するo 低濃度(1-5 rnM)の KClもしくは RbClにお いては ､ 野生株の生育は RbCl よりもK Cl添加によ
り促進された(Fig･ llA)｡ これは ､ 低 K＋濃度､ アル カリ条件では ､ K＋を特異的に認識する KtrIIが主
に機能していることを示唆しているo 高濃度(10, 20m M)にお いては ､ 野生株 の生育は K Cl, RbClによ
り同程度に促進されたo 一 方 J E M K lは KtrII活性が欠損しているため ､ アルカリ条件下低濃度の K Cl
または RbClによる生育の促進はほとんど観察されない o しかし高濃度にお いては ､ JE M Kl の生育が
K Cl
, RbCl添加により顕著に促進された(Fig. ll B)o こ のときの細胞内 K＋, R b＋含量は 850 m M 及 び
600m M であり､ K＋, R b＋を取り込む低親和性 の系が機能していることが示唆されたo
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2-3 -6 p壬1 10にお ける低親和性の K＋取り込み
Fig･ 1 2にpH I Oにお けるK'取り込み活性を示 したo 当初 ､ KtrI, KtrII二重欠損株であるJE M K lにお
いては K＋取り込 み活性が完全に消失していると考えていたo J E M K lで 臥 至適 pH が pH 6-6.5 であ
る KtrI活性が部分的に残存してい るが､ pH IOにお いてはこの部分括性も観察されない 【18, 19]n し
かし､ 20 m M K Cl添加 により顕著なグル コ ー ス依存性の K十取り込み 活性が観察され(Fig. 12 B)､ 形
成された K＋の濃度勾配は5 0倍であっ たo K＋取り込み の初速に対して Line w e av er- Bukplotsをとると
直線となり､ K＋に対する 血 値 は約 20 m M ､ Vm a 又は 1･6 pm oumin/mg pr otein であっ た(Fig. 12 D)o
野生株 9790においては ､ 2 m M, 20m M K Cl添加 時の K'蓄積量にほとんど差はなか っ たが ､ 初速は
わず か に 20rnM KCl添 加 時 の 方が 高か っ た(Fig･ 12 A)o K＋取り込 み の 初速 に対 して
Lin e w e av er- Bu rkplots をとると明確に 二相性であり(Fig･ 12 C)､ こ の条件での野生株の K＋取り込 みに
は ､ K m 値 o･5 血 M､ Vm ax O･5 6pm oumin/mg proteinと､ Km 値2 0m M ､ Vm ax O･67pm ol血in/mg
pr otein の 2種 の成分が関わ っ ていることが示 唆されたo Km 値o･5 m M の成分は おそらくKtrII の活性
であると考えられるo これらの結果から､ アルカリ条件下､ E･ hira eには Kt,I, KirIIに依存しない ､ 高活
性 ･ 低親和性の K＋取り込み系が存在することが示唆された.
さらに ､ J E MKlにお いて､ 2 0m M RbCl添加により顕著なR b'蓄積が観察された(Fig. 13 A)o この R b.
の取り込 みは K＋もしくは Cs＋により阻害されたが､ cs＋ の阻害効果は K＋に比較して弱いものであっ たo
86R b＋取り込 みの 初速に対するLine w ea v er- Burk plotsをとると直線となり､ K m 値は約 40m M ､ Vm ax
は 0･5 pm oumin/mg protein であっ たo K
＋は Ei値約 20m M で R b＋取り込みを競合的に阻害した(Fig.
1 3 B)o こ の Rb＋, K
＋取り込 みにバ ッフ ァ ー 中の Na＋濃度は影響しなか ったため ､ こ の系のイオン特異
性 は K＋>Rb＋> Cs＋であることが示唆されたo しか し､ K＋に対する親和性が非常に低いため ､ この 系
の 生理的条件での 基質は K＋で はない可能性もあるo 実際に ､ 酵母の変異グル コ ー ス輸送体 [85]や
コリン輸送体 [86]が K＋輸送を仲介するという報告もあるo しかし､ 2 0m M K C l添加 によるK＋取り込 み
は ､ それぞれ 2 0m M のcholin e chloride
,
arr m o ni um chloride
,
L-1ysin e chloride, betain echlo ride,
CaC12 による阻害をほとんど受けなか っ たo また､ バ ッファ - から Mg2＋を除いた場合にお い ても､ K＋
取り込みに影響はなか っ た｡
2-4 考察
本章で 臥 E･ hira eにおけるアルカリ条件での Na＋, K＋の循環に つ い ての検討を行っ た(Fig. 14)0 E.
hir a eEr
r
-A T Pas e欠損株にお いて ､ ア ルカリ条件下 T PP'の 蓄積から膜電位の形成があること､ また ､
ア ルカリ条件にお ける膜電位の形成には ､ 細胞内 Na＋の存在が必要であることがわか っ ていた [87]｡
本章で ､ Na＋-A mas e欠損株ではア ルカリ条件下膜電位の形成が起こらないことを示した(Fig. 6 C)o し
たが っ て E･ hira eにおい ては ､ Na＋- AT Pase による Na＋# 拙がア ルカリ条件における膜電位形成 の主
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要な経路であるo また､ KtrIIによるK＋取り込み には Na＋濃度勾配が関与していることが推定されてい
た [20]o その理由として ､i)KtrII K＋取り込み系の構成成分であるNtpJが ､ Na＋-AT Pas eをコ ー ドする
坤 オ ペ ロ ンの 末端に存在している 【5 7]o ii)KtrIIK＋取り込み系は ､ Na＋- A TPaseと同様に高 Na＋濃
度もしくはア ルカリ条件にお いて機能している 【74]. の 2点があげられるo 筆者らは ､ Na＋- A T Pas eによ
り形成される膜電位が ntpJ遺伝子破壊株において過分極しており､ Nt〆欠損株では膜電位依存性の
Na＋取り込みが観察されないことを見出した(Figs･ 5-7)o E･ hira eにお ける膜電位依存性の Na＋取り込
み活性はすでにその 存在が 示唆されていたが 【54]､ その 経路は明らか になっ ていなか っ た｡ 本研究
で ､ 少なくともアルカリ条件にお いては ､ 膜電位依存性の Na＋取り込み は KtrII(NtpJ) K＋輸送体を介
してい ることを示 したo こ の輸送体の欠損は定常状態の 膜電位の 大きさに多大な影響を与える(Fig.
14 B)0
間接的な膜電位の 見積もりの 正確さにつ いては議論す べき点もある【69】｡ たとえば野生株 97 90にお
いては ､ 中程度の濃度の バリノ マイシン存在下にお いては能動的な K'の 取り込み が起こりうる｡ その
ため細胞内 K＋含量が高くなり､ 膜電位が低く見積もられる可能性もある. しかし､ K＋蓄積量から計算
した - 118mV という値 は[3H]TP P＋の蓄積から算出された値(- 110 m V)と同程度であり【87】､ 実験
条件 にお ける K＋の影響は排除できると考えられるo
近年様々 な生物のゲノム配列が明らかとなってきたが ､ NtpJと相同性を示す K'輸送体は生物界に広
く分布 している(E･ c oli TrkG
,
TrkH[88]; V algin olydcw KtrB[89]; S･ c ere visia e Trklp, Trk2p; T
a estiv2n nHK Tl[83])o これら輸送体の中で ､ 拡 T は Na'瓜＋共輸送体であると考えられてい る[83].
H K Tlにおける部位療異的変異導入 の結果から､ p he-3 82及び Glu-464が Na＋輸送活性 に関わるこ
とが 明らかであり､ これらの残基は E･ hira eN tpJ Phe-382及び Glu-383に相当する(Fig. 9)o また､ v
algin olytic w KtrB に つ いても Na＋依存性であることが報告された 【84]｡ これらの事実に基づき､ E.
hirae NtpJは Na＋ d 共輸送体であると推測される(Fig･ 14 A)o 今回膜電位依存性 Na＋取り込み活性
を測定した条件にお いては 0･3 血 M程度の K'が c o nta min atio nしていると計算され(Fig. 7 A)､ こ の活
性は Na'- K十共輸送を反映していると考えられる. ただし､ NtpJ を介した Na＋とK＋の動きがタイトに共
役しているかは不明であり､ この 点に つ いては再構成系などを用いた更なる解析が必要である｡
また ､ NtpJは単純な Na
＋R ＋共輸送体ではないと推定されるo V alB7
･
n olyh
･
c zmKt,B をコ ー ドするki,B
遺伝子 は ､ NAD 結合額域を持つ と推定されるktrA 遺伝子とktrB-A オ ペ ロ ンを形成しており､ KtrAB
K＋取り込み系として機能すると考えられている 【89]o E･ hira e及び E.fa e calis にお いてもktrA 類似遺
伝子 が存在しており､ E･ hira eNtpJもまた､ KtrAB E･
＋取り込み系ファミリ ー を構成して いると考えられる
(Fig. 14 A)0
低親和性の K十取り込 みは ､ いくつ か の生物種で報告されている 【1]. E. coli8こおいては ､ K,c(T,kF)
が Km 値20-30rnM ､ Vm ax1 0-15n mol/min/mgdry w eight ofc e11s の K'取り込みを行う. この 系は K',
Rb＋
,
Cs＋を同様に認識する 【90]. しかし､ こ の取り込 み活性が非常に低いために ､ 特異的な輸送系を
介するもの であるのか ､ それとも細胞膜を介した非特異的な K'透過によるもの であるのか は未だ議論
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の残るところであり､ こ の 系をコ ー ドする遺伝子も同定されてい ない 【90]o 筆者らは E.hira eにお いて ､
アルカリ条件で機能する低親和性ではあるが非常に活性 の 高い K＋取り込み活性を見出した o こ の低
親和性 K＋取り込 み活性は KtrI, KtrII 二重欠損株 にお いて観察されたため ､ これらの系に依存しない
新たな系による活性 であると考えられるo この系はアル カリ金属に特異的であり､ そ の特異性は K＋>
R b＋> Cs＋であ っ た(Fig･ 13)o また ､ p= 6にお ける取り込 み 活性 はアル カリ条件よりも低く(o.1
pm oUmin/mg protein)､ 主にアル カリ条件で機能して いる系であると考えられるo また､ 生理的条件に
おける基質は現在のところK＋であると考えられるが ､ これ につ いてはさらなる探索が必 要とされる｡
ここに示 した結果により低親和性 K＋取り込み系の輸送機構を解明することは困難であるが ､ こ の 系の
駆動力は Na＋- AT Pas eにより形成される膜電位であると推測されるo K＋取り込みは Na＋-A T Paseの阻
害剤(D C C D)により阻害された(data n otsho wn)o またこの活性は バッファ ー 中の Na＋に影響を受けな
か ったため ､ この 系による K＋取り込 みに細胞内外 の Na'濃度差は関与しないと考えられる. さらに実
験条件にお い て､ ア ン モ ニ アなどの 膜透過性アミンにより解消されるp= 勾配(inside a cidic)【91]はア
ル カリ条件で働く K＋/軒 antipo rter により形成されるが 【92】､ K＋取り込みが 20 m M a,, m o niu m
chlo ride が K＋取り込みを阻害しなか っ たことから､pH 勾配はこの系によるK＋取り込みに関与しないこ
とが 示唆されたo 前述 のように､ J E M K lにお ける膜電位の形成 は2 mM 以下の K Clによる影響はほと
んど受けない [93]o また ､ 2 m M K Cl添加によるK＋蓄積は バリノ マイシン添加により顕著に促進される
(Fig･ 5)｡ したが っ て ､ K＋は他のイオンとの共輸送 により取り込まれるのではないと考えられるo NtpJ欠
損株では膜電位が過分極しているため(Figs･ 6, 7)[9礼 低親和性の取り込み系が膜電位に駆動され
ると想定すると､ 2 0m M K Cl添加時の JE M K lにお けるK'蓄積量が野生株よりも多いことも受け入れ
られる(Figs. 1 2 A, B)0
以上 の結果から､ 低親和性の 系による K＋, Rb十の取り込み は ､ 高親和性の系の欠損 機能不全に対
するサル ベ ー ジ経路として働くことが示唆されたo また､ E･hira eにお いて､ 細胞内 K＋量は浸透圧や培
地中の Na' d 濃度に依存して ､ 200から1000m M まで変動する[17,90,94]o そのため ､ こ の系は本
菌における K＋濃度恒常性維持にお いて､ 補助的役割を果たす系としても重要である(Fig. ll)o ゲノ
ム解析の 結果からは ､ EntelV C O CC ILSfa e calisにお いて ､ 低親和性 K＋取り込み系に相 当すると考えられ
る遺伝子は見出されなか っ た｡ また ､ 近縁の Strepto co c c2LSm bgenesにおいてtj:. E･ c o)i Kup K＋取り
込み系に相 同性 のある遺伝 子が存在するが ､ これが E･ hir a eにも存在するか ､ また Kup-like gehe が
低親和性の 取り込 み系に相 当するか は不明である｡ こ の 系の変異株の単離が遺伝子の クロ ー ニ ング
につ ながると考え ､ その候補となる変異株を単離し､ そ の解析を行っ てい る【95】｡
本章では NtpJが Na＋輸送能も保持していることを明らか にし､ E. hira eにお けるNa＋共役型輸送体で
ある可能性を示した｡ 本菌にお ける Na'排出の生理的意義は細胞質における K＋蓄積のため の容積
をつくることだけではなく､ K＋取り込み
■
､ もしくは他の Na＋共役型輸送体の駆動力を供給することであ
ると考えられるo アノt,*リ条件 にお い て､ E. hira e呼 オ ペ ロ ンによりコ ー ドされるNa＋- A T Pas e及び 的pJ
は Na＋, K＋循環の 中枢として機能しているo
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第 3章 腸球菌 Na＋共役型 v- A T Pa s eによるイオ ン輸送機構
3-1 緒言
液胞型 AT as e(V - A T Pase) は原核か ら真核生物に至るまで 広く分布 し､ 細胞内酸性小器官内腔
や ､ 細胞外 の酸性化 な どに働くプ ロ トンポ ン プである [44二46]. 筆者らの グル ー プ 乳 腺球菌
Ente ro c o cc whira eに Na＋及び Li'を特異的に輸送する V-A T Pas eを真正細菌 にお い て初めて発見
した 【56]o V -A TPas eは A T P合成酵素 (F-A TPas e) と同様 に ､ A TP合成/加水分解触媒部位を持
つ 親水性の Vl部分と ､ イ オ ン輸送 を行う膜内在性の Vo 部分から構成され る (Fig. 4)0 E. hirae
にお いて は ､ vl部分 は ∬p加 水分解触媒部位を持つ NtpA をは じめとす る 7 種の サブ ユ ニ ッ
ト(NtpA, B, C, D, E, F, G)､ Vo 部分 は 2種の サブユ ニ ッ ト､ Na＋結合部位 を持っ 16kDa の NtpK
(6 畳体) と､ 固定子及 びイ オ ン を放出す るチ ャネルを形成する 76k Da の NtpIから構成され る
と考 えられて い る (Fig. 4)【57, 96】｡
A TP合成酵素 (F-A J Pas e) の反応機構は ､ Fl 部分にお ける A TP加水分解の化学的エ ネル ギ ー
が ､ 酵素分子中央のγ, け ブ ユ ニ ッ トの物理的回転に変換される｢回転触媒説+で説明される [3 4,
35]o こ の 説は1 997年に行われたFl- A T Pas eの 回転の直接観察 【37】などに よ り実証され てきた o
Fo部分にお い て は ､ c サブ ユ ニ ッ トが構成するリ ングが ､ Fl及び a サブ ユ ニ ッ トに対 して†, E
サブ ユ ニ ッ トと共 に回転 してお り ､ こ の 回転を介して ÅⅣ 加水分解/合成とイオ ン輸送が共役
して い ると考えられてい る｡ 現在までに ､ サブ ユ ニ ッ ト間の架橋実験や回転観察などに より ｡
サブユ ニ ッ トも回転 ロ ー タ ー 成分で ある こ とが明らかとな っ てきた 【3 8-4 3]o
Es che richia c oliF- AT Pas eにお い て は ､ F. a サブ ユ ニ ッ トの 第4膜貫通部位 に存在するア ル ギ ニ
ン浅基 (Arg-2 10) がイ オ ン輸送 に必須で ある ことが明らか にな っ て い る. こ の ア ル ギ ニ ン残
基 臥 c サブ ユ ニ ッ ト第 2 膜貫通部位に あるイ オ ン結合部位 (Asp-61) と相耳作用 し､ イオ ン
輸送 に関わる と考えられて い る (Fig･ 16)【41-43, 97]o
E･ hira eNtpIと E･ c oli F-A J Pas e aサブ ユ ニ ッ トとの相同性は高くない が ､･Ntp=まF-AT Paseの a
サブ ユ ニ ッ トと同様 に ､ NtpK .
a)イ オ ン結合部位 (Glu-1 39)【62]と共同 してイオ ン輸送 に関わ
ると考えられ る (Fig･ 16). 本研究で は E･ hir a eV-A TPase NtpIを対象と し､ 部位特異的変異導
入法に よりイ オ ン輸送に 関わるア ミノ酸残基の 同定を試 み ､ NtpI のイオ ン輸送 にお ける役割に
つ い て検討した ｡
3-2 方法
壁運慶珪二墜塾
Entero c o c cu shira e野生株 A T C C 9 790
97 90を親株と した以下の 変異株
3 0
Nakl;n卵 遺伝子ナ ンセ ン ス 変異株 [64]
N ID;npI遺伝子 を c A T遺伝子で置換した ntpI欠失変異株 【98]
37
o
C､ 栄養培地中で培養 した｡
N aT Y(1 % Ba ctotryptone, 0･5 % Bacto Ye astExtra ct,1 %glu c o si, and O･85 % Na2H P O4)【19]
必 要に応 じて培地の pH をNa2C O3添加 により約pHIOに調整 したo
NID の 培養に際 して は終濃度 5pg/mi のク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル を培地に添加 したo
N I D形質転換株 の培養時は終濃度5pg/ mi のク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル及び 1 0Ltg/ml のエ リ ス ロ マ
イ シ ン を培地に添加 した ｡
盛壬垂延こ三三乙とょ塑造整
シ ャ トル ベ クタ ー pH Eex[61]に野生型の n財 遺伝子を挿入 したプラス ミ ド (pH Ee xI) を鋳型と
し､ コ ー ドするア ミノ酸を変化させずに p C Rに より Ba mHTsite(斜体部分)を導入 したpH EexⅠ,
を作製 した. 用 い た プ ライ マ ー を下に示 した o pH EexI
'は ､ Ba mlII-EcoR( で切断す るこ とに よ
り n申Z 3
'側約 0･5 kbを､x baZ- EcoN で切断す ることにより n財 遺伝子全長約 2 kbを回収 可能 で
ある｡
ntpI- Ba mH I:5
'
- GCT T G G C A A T G G A r c C T G C T T G G T Ar c A T T C T G･3
'
本章では野生型 ntpI遺伝子 を含むプ ラス ミ ドと してpH Eexl
'を使用したo
塾鑑塵基地変異室生
部位特異的変異導入は変異を含むプライ マ ー を用いた p C R法により行 っ た｡ p c R の鋳型 に は
pH EexI
'を用い たo 用 い たプライ マ ー は TableIIに示 したo 作製した変異プラ ス ミ ドの 塩基配列
は 4×4pers on alsequ en cingsyste m (A m ersha mBio scien c es) を用いた D N As equ e ncing に より確
認 した o 変異を導入 した プ ラス ミ ドは Ba mH I-EcoR Iで切断 し､ pH Ee xI
' にサブク ロ ー ニ ン グ し
たo 最終産物の プラス ミ ドで N
.
I Dを形質転換し､ 5 帽/mlク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル 及び 10Ldml
エ リ ス ロ マ イ シ ン を含む培地で形質転換株を選択 した｡
空也 埴
pH Ee xI
'を鋳型と し､ 以下の プライ マ - を用 いて P C Rに より n申J遺伝子 を増幅 したo
ntpI･Ba niH I:5
'
- G C T T G G C A 人 TGG A rc
_
C rG C T T G G T ÅTCA T TCTG･3'
P rim er2 5
'
･ G C C G G A A T71CCT A 迎 延旦些望_遡造_T T T m C T T A TG T TGAY GTT G A C G-3'
結果と して n!〆 遺伝子 産物の C 末端 (終止 コ ドン 直前) に 6個の His残基 (下線部分) が付加
される ｡ 増幅した D NA 断片をBam H I-Ec oR ((斜体部分) で切断 し､ pH Ee xI' にサブク ロ ー ニ ン
グ し､ pH Eexl
'
- H is を作製した. His-tagged Arg-573変異体の作製には､ pH EexI
'
-H is を P C R の
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鋳型 として用 い ､ 前述の 方法で変異を導入 した ｡
拠 塵盤
上記と同様の方法 により ､ pH Ee xI
'
-His を p c R の鋳型 と して nq'Iの Cys-2 59及び Cys-535 をそ
れ ぞれ Ser に置換 した｡ D N Asequ e n cing に よ り塩 基配列 を確認 し､ XbaI-Ba mH Tも しく は
Ba mliI-EcoR Iで切断 し､ pH Eexl
' にサブク ロ ー ニ ン グ し､ pHEexI
'
△Cys-I(is を作製 したo こ の
Cys-lessプ ラ ス ミ ドを鋳型と し､ TableIIに示 した プ ライ マ ー を用い て ラベ ル 実験の ための各種
Cys 置換変異プラ ス ミ ドを作製したo
軸 蛙
【γ-
32p]A T P(3 0-10 0 M Bq/pm ol, institute ofls otopesCo･ Ltd･ , Hu ngary) か らの r adio a ctiv eな遊離
o rthophosphate の 定 量 は ､ Lillらの 方 法 に した が っ た 【99]o [γ-32p]A TPか ら遊離 し た
【32p]orthophosphte は モ リブデ ン酸と錯体を作り ､ 酢酸イ ソプ ロ ピル で抽出され るo 酢酸イ ソ
プ ロ ピル 層 の 放 射活 性を測 定 した o 反 応 は 20 m M 廿is- H Cl(pH 8.8) 中で ､ 各濃度の
Mg
2＋
-[y-32p]A TPと0.01 mg の反転膜小胞 を用 いて行 っ た o 反転膜小胞は ､ あらか じあ2 5m M
NaCl存在下で D C C D処理 し､ F- AT Pas eの 活性の みを阻害したもの を用い たo 実験条件にお い
て は ､ 通常5 pM Na＋が co ntamin atio n と して存在 して い るo 反応系 90pl(2 0 m M Tris･ H Cl,
Mg
2＋
- A TP, ± NaCl,pH 8･8) に反転膜小胞 を1 0pl加 えて反応を開始させ､ 直ちに 3 70cでイ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ｡ 10分間反応させ た後､ 0･63 mi 1 N P C A/1 m M NaH2P O4を加 えて反
応を停止 させ ､ さらに 1･4 mi 20m M a m m o nium m olybdaLte､ 1.6 mi酢酸イ ソプ ロ ピル を加 えた｡
各溶液を加えた後 は v ortexmix erで反応液を十分に擾拝 し､ 3,000rpm ､ 1 5分 の遠心に より上層
( 酢酸イ ソプロ ピル 層 ､ 1.6 ml) を分離 し ､ こ の うち o.8 ml を回収 した o こ れに 3 ml の
Tolu e n e- Trito nシ ンチ レ 一 夕 - を加 えよく擾拝 し､ そ の放射活性を液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカウン
タ ー で測定 した o
生 地 遡定
Na＋-A TP卵 e が誘導 される ､ 高 Na＋濃度培地(NaT Y) で 一 晩培養 した細胞 [19]を集菌 ､ 洗浄後､
Ilo mg pr otein/mlとなるように2 00m M K Clを含む 5 0m M Na＋- C H ES(pH 10)に懸濁 したoiopM
v alin o mycin及び 20トM C C C Pを添加 した後 ､1 0m M glu c os e添加 により Na＋排出を開始させたo
各時点で ､ サ ン プル(0･2 mi)をフ ィ ル タ ー (por e siz e0.4 pm;Nu cle opo rePolycarbo n ate M embr an e,
Whatm an) を通して ろ過 し､ 2 m M MgS O4 で 2 回洗浄 したo 細胞内 Na
＋含量 は､ フ ィ ル タ ー に
トラ ッ プした細胞 から Hot5 %ナc A処理 に より抽出した もの を原子吸光法に より測定 した.
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膜分画の調整
Fr en ch Pressを使用 する方法は第2 章を参照
超音波に よ り細胞 を破砕す る場合は ､ N-Acetylm uramidas e処 理をした後 ､ lo 順/ mi のD Nas eI
を添加 し､ 氷上で 10秒間の ソ ニ ケ - シ ョ ンを4-5回線り返 して細胞 を破砕 = 5,000叩 m ､ 15
分､ 4 0c で遠心後 ､ 上清 を 10,000×g､ 60分 ､ 4 0c で遠心 し､ 膜分画を回収 した｡
蝕由匹旦 唾 製
Fr en ch Press法に よ り調製 した A T C C 97 0また は変異株の膜小胞を､ E D TA存在下 一 晩透析 した
【1 00]o 透析した膜小胞 を 100, 00×g､60分 の遠心 により沈殿させ ､ バ ッ フ ァ ー (10m M Tris- H Cl,
3 m M MgS O4, 1 m M j>m erc apto ethan ol,10pM F U T1 75, pH 7･5) に懸濁 し､ strip ped m e mbra n eと
したo 透析 した N akl の膜小胞の遠心後上清 (E D TAextr act) は vl部分を含有せず､ Fl部分の
み を含むo これ を strippedm e mbr aneと共に後述の 再構成実験に使用 した｡
里oflニ 轡 通宝
FoFl
- A T Pas eの 再構成は Kakint m aらの方法を参考に行 っ た[100]o 3 mg の A T C97 90も しく は
変異株の stripped m e mbra n eを､1 miの バ ッ フ ァ ー (10m M Tris- H Cl
, 3 m M MgS O4,10pM F U T175,
1 m M P･ m e r capto etha n ol, 10 %glycerol, pH 7･5) 中で N akl E D Y:Aextra ct4･5 mgと 37 0c､ 30分間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した o 再構成膜は 100, 0 × g､ 60分の遠心 により回収 し､ 同じバ ッ フ ァ ー
に懸濁 した｡
2 2Na＋取り込 み活性 は ､ was erらの方法 に従 っ て測定 した 【14]o 膜小胞 を洗浄 し､ ア ッ セイ バ
ッ フ ァ ー (0･2 M K OH - m ale ate
, 5 m M MgS O4, 1 m M β- m e r c apto etha n ol, 10pM F U T175, 10%
glycerol, pH 7･5) に懸濁 した o バ ッ フ ァ ー に 10pM 22NaCl(10 G Bq血m ol) 及び 5 m M Mg2＋-A JP
を添加 し､ 室温 に置 い たあと､ o･2 mg/ml となる ように膜小胞を加 えるこ とにより反応を開始
させ たo o･2 miの サ ン プル を各時点で Celulo se nitrate Blter(por e siz eO･45 pm, A D VA N T E C,
Tokyo) を通 して ろ過 し､ 3 mi のバ ッ フ ァ ー で洗浄 したo フ ィ ル タ ー 上の放射静性を†- シ ン チ レ
ー シ ョ ンカ ウン タ ー で 測定 したo 必要に応 じて ､ 2叫 M C CPを反応液中に加 えた ｡
3EcHl 些 壇製
NtpI欠損株 N IDに H is-taggedNtpIを発現させ ､ 膜小胞を超音波被砕法に より調製したo o･1 mg
の 反転膜小胞を0･4 mi のextr actio nbuffer(50 m M Tris- H Cl
,5 m M MgC12, 2 0pM F U T175, I m M
P- m e r c apto ethan ol, 1 0m Mimidazole, pfI 7･5) に懸濁 し､ His-tagged NtpIを含む Na＋-A TPa seを膜
小胞 から2･5% n-dode cylα - D - m altoside(Calbio chem - No v abioche m) と室温 で 10分イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ンす るこ とに より 可溶化 し､ 1 0,000× g､ 60分､ 4 0c の遠心 により上清と して回収 した
[101]o 上清に あらか じめ extr action buffe rで平衡化 した0･4 miNi- N TA resin (QU 払G E N) を加
えて混合 し､ 4 5分 間室 温で振とう したo 1 6,0 00×g､ 30秒の遠心に より resinを沈殿させ ､ 1 mi
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の w ashbuffer(e xtr actio nbuffer :0･2 M TrisIH Cl(pH 7･5) - I:1) で 3回洗浄 した後 ､ o･?5miの
elutio nbuffer(extractionbuffer c o ntaining1 Mimida z ole) を加 えて 5分室温 でイ ン キ エ ペ - シ ョ
ン したo 1 6,00 × g､ 30砂の遠心後 ､ 精製 Na＋- AT Pas e(約 0･01mg) を上清 に回収 した 【102]o
嘩 墾
NaTY＋0･2 M NaCl培地300mlで培養 した cy娼 換変異株をo D54 0-1･2 で集菌､洗浄 し､1abeli喝
buffer(50m M Tris- H Cl
, 5 mM MgS O4, 20pM F U T175, 10 %glycerol, pH 7･5) 5 00如 こ懸濁 し､ 2
本 の tube に分割 したo 片方の tube には l･5 m M A MS を加 え､ c o- 1には H20 を同量加えて 30
oc､ 3 0分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した o 続い て両方の tube に15 0pM M P Bを添加 し3 00c､ 15
分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後 ､ 15m M P- m e r capto etha n olを含むIabelingbuffer2.4 miをそれぞ
れ の tube に加 えて反応を停止 させた 【102-104】｡
M 和 によ るラ ベ ル の 後､ 遠心 に より集菌し､ 超音波破砕法に より膜分 画を調整 し､ 前述の 方
法 で His-tagged NtpI を精製 した o 5-1 0Ltg の 精製 H is-tagged NtpI に つI→て 8.5% S D S
polya crylamidegelを用い て 電気泳動を行 い ､ Cellulos e nitrate m e mbran e(A D V AN T E C, Tokyo)
に 4 0c､16V､2 0時間でブロ ツ テ ィ ン グ したo5% skim mi lk/T B S(2 0m M Tris- H Cl
,500TnM NaCl,
pH 7･5) で m e mbran eをブ ロ ッ キ ン グ した後 ､ 1 000倍希釈 した avidin-c o njugated alk al in e
phosphatas e(BI O- R A D) と室温で 2 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン したo Me mbran eをT B S/Tw ee n2 0
で洗浄後 ､ al kalin ephosphatas eキ ッ トを使用 して発色させた.
h m B[脚 -(3- m alei mi dylpropio nyl)bio cytin], A M S(4- a c etami do-4, - m aleimidylstilbe n e-2,2, -disul fomic
a cid) は Mole cular 恥 bes,In c･ より購入 した o そ の他の試薬には全て特級を用 い た｡
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T ヰ
pri m ers W edfo r site -directed m utage n esis
(sequ e n ce s of thefo rw a rdprimers ar eindic ated･ Co mple m e ntseque n ces of frwardprim ers are useda s re v ersprim ers.)
R5 73 E 5' - C A GCTA T A C A GA C TAA TGG C ACT G-3,
R 5 73K 5' - GT C A G C T A T A C A AA A C TA A T G G C AC T G G G A A r c TC T G G-3,
R 5 73 L 5' -C AG C TA T A C A TT C TA A T G G C A C TG-3
,
R 57 3Q 5' - G T C AG C TA T A C A C ATA A T G G C AC T G G G A A T C T C T GG_3,
R 573Ⅰ 5
'
- C T TA GT C A G C TA T A C A盟 ∈C TA A T G G CA C_3,
R 573N 5' -C r T A G TC A G C TA T A C A
D 3 84 N
S57 0C
Y 571 L
L5 74R
L5 74RJR5 73 L
A 5 76 V
L 57 7F
L 57 7 R
L 577 R/R 573 L
R 60 0 L
R 60 0q
I6 08R
q612R
N 6 15 R
H 62 6R
R 629q
E 634 K
E 634q
A T C TA A TG GCAC_3'
5
'
- G G T G G C G A AT T C G GTAT G G G_3'
5
'
- C T TA G T C T G CA T A C A C G A CTA A T G_3'
5
'
- C T TA G T C A G C T TAA C A C G A C TA AT G_3'
5' - GC TA T A C A C G A C GTAT G GCA C T G GG_3'
5' - G T CA G C TA r A C A C T T CG A A T G G C A C TG G G_3
,
5
'
- C G A CTA A T G G T A C TG GGA A T C TC_3'
5
'
- C TÅ ÅrG GC AT T T G G A A T C T CT G G_3'
5' - C TA A T G G CA C G T G G A A T C T C TGG_3,
5
'
-G C TA T A C A C T T CT Å A T G G C A C G T OG A A r c_3
'
5' - CT C C A G C T G C T CT T T T
v
r A G T G_3'
5' - CT C C A G C T G C T C A AT T T C T G_3'
5' - G T C GGA A T T T TA T T G C GT A T r G T C C IA C_3'
5' - G A T C AT
v
r G T C C T:A C G T G C TT T G A A T A T G_3'
5' - G TCC TA C AG G C T T T G C G T A TT T C T TA A C.3'
5
'
-G C C TA TG A CG T GC G C A C G AT TA C_3'
5
'
-G C C TA T GA C A T GCG C A C A A TEA C A A TA T G TA G_3,
5
'
- C A A TA T G TA A AT T T T T T G G A A A G_3'
5
'
- C A A TA T G TA C A AT T T T T T G G A A A G_3'
C259S 5' -CA G C C A T T G G AC TT C T A G T GGG TA T A rc_3,
C 53 5S 5
'
- C T T T C A G C C G I A T C T ATT TrO A r c A γT C C_3,
S546 C 5' - C C A A T C T T C T T O C A A A G C C A AG _3,
A59 8C 5' - G CC TC C A T O T G C T C G T T T T A G TG_3'
Ⅰ659 C 5' - G A G A A AT C G T C A Åc T G C A A T C År A AG _3
'
prim eTIS uS edfors equ e n cing (by4×4)
IN 7 70 5
'
- G T T TA C A G G A A ATCA G G A C_3
'
IN llO O 5
'
- CGC T C C T T T T G A GAYG T T A A CGG_3'
IN 1280 5' - C A AA Åc G T T G C A T r C C C C GT G_3'
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3-3 結果
3-3-1 NtpIホ モ ロ グの ア ミノ酸配列の比較
V- AT Pas eは真核細胞だ けで なく ､ 様 々 な細菌 にも分布する ことが 明らかとな っ て きて い る
[1 05-109】o 76k Da の NtpIタ ン パク質は ､ 親水性の ア ミノ末端側半分と､ 疎水性の カ ル ポキシ ル
末端側半分の ､ 2 つ の 領域から構成され る【57]o NtpI のトポ 白 ジ ー は確定されて い ないが ､ い
く つ か の ハ イ ドロ パ シ ー 分析か ら7回膜貫通型と考えられるo Fig･ 15に 棚田菌型 v- AT Pa seNtpI
に つ いて ､ C 末端側 2 つ の 膜貫通領域に相当する部分の ア ミノ酸配列を示 した｡ こ の領域は細
菌型 v-A TPa seNtplにお い て高く保存されてい る. NtpI C末端側に は3 つ の保存されたア ル ギ
ニ ン残基が存在 し､ そ の 中の 一 つ ､ Arg-573は第6膜貫通額域に存在すると考えられる o
NtpI はそ の カ ル ポキ シ ル 末端半分が F- A TPa seの a サブ ユ ニ ッ トと同 一 の役割 (固定子及びイ
オ ン透過の た めの 孔) を果たすと考 えられて い る. アミ ノ酸配列の相同性 から､ Arg-5 73残基
が F- AT Pas e aサブ ユ ニ ッ トのイオ ン輸送に必須の ア ル ギ ニ ン残基 (Arg-21 0) (Fig. 16)【41,43]
に相当する こと を見出 した . こ の 残基は Na＋共役型 の F-A rPas e(Fig. 16, A m ode stu m) 及び S.
c e r e visia eVphlにお い ても保存されて い た(Fig. 16)o Arg-5 73は E. hira eV-A T Pas eにお いて Na＋
輸送 に関わる可能性が あるo そ こ で ､ Arg-573 に関 して部位特異的に変異体を作製し､ その 影
響 を検討 した｡
3-3 -2 NtpI Arg-573変異の Na＋-A T Pas e活性 に対する影響
まず ､ 生育に対す る Arg-57 3変異の影響を調 べ たo v-ATPas eはア ル カリ条件下､ E. hi,ae の 細
胞内イ オ ン濃度の 恒常性維持及び生育に必須である 【64]｡ 野生株 9790は 高 N㌔濃度､ ア ル カ
リ培地 (pH 10) にお い て も中性条件 と同様に生育可能であるo しか し､ 乃QZ遺伝子欠失株 N ID
は こ の ようなアル カリ培地で は生育できず ､ 野生型 の nq'I 遺伝子 を含む プラ ス ミ ド､ pH Ee xI
を導入する ことに よりそ の生育が回復するo Arg-573 のGlu, Leu, Gin - の 変異体は M Dと同様 ､
高 Na＋濃度､ ア ル カリ培地で生育不能であ っ たo - 方 ､ R 573K 変異体は同堵地で野生株 より生
育速度は非常に遅い なが らも生育可能であ っ た(TableII). 膜分画の Na＋依存性 A T P加水分解
活性 に つ い て は ､ NI D/pH Ee xI で は野生株 9790と同経度の 活性が観察された が ､ N ID/pH Eex
(v e ctor)で は検出限界以下の活性であっ たo R 573 E, R 573 L, R 573Q変異体で は ､ Na＋依轟性 AT P
加水分解活性がほとん ど観察されなか っ たが ､ R 5 73 K変異体にお い ては部分的な活性が観察さ
れ た (TableIII).
3-3-3 NtpIArg-573変異 の NtpI発現量及び Na
＋
-A TPase複合体形成 に対する影響
NtpI及び vl 部分に対す る抗体を用い た w esternblotting を行 っ た . その 結果 ､ NtpI及 び vl の
主要なサブ ユ ニ ッ トで ある NtpA, NtpB の発現量は野生株と同程度で あっ た (Fig. 17A)o 続 い
て NtpI Arg-573変異を含む V-A TPase複合体が正 常に形成されて い るか を確認するため に ､ ア
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フ ィ ニ テ ィ ー 樹脂 (N i-N TAresin) を用い て H is-taggedNtpIを含む Na
＋
-A TPas e複合体の 精製を
試み たo His-taggedNtpIを発現させた場合 の whole c e1 からの Na＋排出､ 及び膜分画の Na＋依存
性 A TPカロ水分解活性 は野生型の約 60- 70 %であ っ た (data n otsho w n)o 野生型 H is-taggedNtpI
の場合 ､ Na＋- A T Pa se以外の別種タン パ ク質が混在 して い るが ､ 9種全ての A Ⅳase サブ ユ ニ ッ
トが s D S-PA GE で確認された (Fig･ 1 7 B, la n e2)o = IDに べ ク タ - の み を導入 した N ID /pH Eex
で は A TPas eの サブ ユ ニ ッ トは検出されなか っ た が (Fig･ 1 7 B,la n e1)､ Arg-573変異体では野生
型と同様 ､ 全て の サブ ユ ニ ッ トが検出された (Fig･ 17B,la n es316). さらに ､ これ ら A T Pase複
合体中の NtpIサブ ユ ニ ッ トの量に差は見られ なか っ た (data n ot sho w n). これらの 結果から､
本章で作製 した Arg-573 の変異は A T Pase サブ ユ ニ ッ トの発現量及び A TPas e複合体形成に影響
を与えない こ とが示 された｡
3-3-4 NtpI A喝 -5 73変異の N㌔排出活性 に対する影響
Fig･ 18は Arg-5 73各変異体によ る Na＋排出活性を調 べ たもの で ある｡ 生育 ･ AT P加水分解活性
と同様 の傾向で ､ プ ロ トン駆動力に依存しな い Na＋排出活性は野生株及び M D/pH EexI におい
て観察され ､ R5 73 E, R 5 73 L, R 573Q変異体で はほ とん ど観察されなか っ たo また ､ R 5 73K変異
体では部分的な活性 が観察された ｡
NtpI C末端側領域には ､ 細菌型 v-A T Pas e間で保存された ア ル ギ ニ ン残基が Arg-57 3 の他 に 2
つ 存在す る (Fig･ 1 5). しか しこれらアル ギ ニ ン残基 (Arg-60, Arg-629) の 変異に よる影響は
ほとん ど観察され なかっ た (data n otsho wn)o さらに､ s･ c e' m･sia eVphlと E･ hi,a eNtpI の相同
性は低い が 【110]Arg-5 73を含む C 末端側領域は 比較的保存されてお り (Fig. 16)､ また最近､
S･ c e , -
'
sia eVphl Arg-73 5が H
＋輸送に必須で あるとの 報告 がなされて い る 【111】o
以上の 結果から､ NtpI Ag-57 3が E. c oliや propio nige niu m m odestu m の F-A Ⅳas e aサブ ユ ニ ッ ト
にお けるイ オ ン輸送 に必須の ア ル ギ ニ ン残基 (Fig. 1 6)に相 当 し､ E. hira eV_A TPas eに よる Na＋
輸送に必須の 残基で ある ことが 明らかとな っ た｡
3-3-5 E･ hira eV.部分の 受動的な Na
＋チ ャネル 活睦に つ い て
E･ c oZi F- AT Paseの 必須ア ル ギ ニ ン残基の 変異体 (Fi21 0 A) で は ､ A T依存性の H＋輸送活性は
消失 して い るが ､Fo を介 した受動的なH
＋チ ャネル 静性は保持 して い るとの 報告が ある 【112]o
一 方 v -A T Pas eに お い て は､ v. 部分の みで は受動的な 打トチ ャネル活性は無い と示唆されてい
る 【113]o そ こで ､ E･ hirae Vo 部分が受動的な Na
＋チ ャネ ル と して機能する か検討 した o FoFl-
及 び vovl-A T Pa5 eで は ､ E DTA処理 によ り Fl, Vl部分が容易に膜 から解離す るo また ､ Mg2＋
存在下に Fl, Vl部分 (E D TAextr act) とFo, Vo部分 の み を含む膜小胞 (stripped m e mbra n e) を
イ ン キ エ ペ - シ ョ ンす る ことにより､ F.Fl, V.Vl-A T Pas eの 再構成が可能で あるo
E･ hira eには2種 の Na＋#拙 系 ､ Na'朋 ＋ a ntiporter[14]及 び Na＋-A TPas eが存在する (Fig. 2).
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Na＋ d adpoderに より形成される Na＋の 電気化学的勾配に対する ､ &eeの Vo部分の影響を検
討 したo A T C C97 0, N ID, 及 び R 573L変異体か ら調製したstrip ped m e mbr an eと､ Fl部分の み
を含む Nakl のE D TAe xlra ctを用い た再構成実験 により ､FoFl- AT Pas eと B･e eの.Vo 部分 を含む
膜小胞を作製 したo FoFl- A T Pas eの再構成と &e evo部分の存在は w este rnblotting に より確認 し
た (Fig･ 19 A)o Fig･ 1 9B には Vl-Stripped, FoFl-r e C O n Stitded反転膜小胞を用い た2 2Na＋の 取り込
み活性 を示 した o Na'/が antiporterによる AJ P依存性 Na＋取り込みは 9790, N I D, R 573 L変異体
全て にお いて観察されたo こ の Na十取り込みは プ ロ トノ フ ォ アで ある C C C P の添加 に より阻害
され たo 膜小胞内 - の 2 2Na＋蓄積量は ほぼ同程度であり ､ antiporterに より形成される Na＋の濃
度勾配は ､ 機能的な vo の 存在に影響されない ことが示唆されたo よ っ て ､ E. hi,a eNa＋- A押 ase
の Vo 部分は ､ 受動的 N aナチ ヤネル と しては機能 して いない可能性が ある｡ また少なくとも､
R 57 3 L変異は Vo 部分 の 受動的な Na＋透過性に影響 しない ことが 示された ｡
3-3-6 Na＋依存性 A J P加 水分解活性に対する Arg-573変異の影響
E･ hira eNa＋-A TPas eに よる AT Pカ打水分解反応は Na＋依存的で ある(Fig･ 2 0A)o本酵素に お いて ､
Na＋ の作用部位は Vo 部分 の Na＋結合部位 (NtpK Glu-13 9) の みで ある [61, 62]o よ っ て ､ Vl
部分にお ける ÅⅣ 加水分解に対する Na＋の影響は ､ vo部分 - の N㌔の 作用 を反映 して い ると
い えるo こ の ÅⅣ カロ水分解反応にお い て､ Na＋に対する Hi1plotをとると nH -0･25となり ､ 本
酵素が Na＋に対 して負の 協同性を示すことが確認された (Fig･ 2 0 B)【114]. これは ､ 親和性の
異なる Na' の作用部位が複数 ある ことを示 して い るo また ､ flill係数は A T P濃度の低下にとも
ない 1 に近づき､ 協同性 が弱まっ て いく (Fig･2 1B,25)【114]Q
こ の 点に つ い て ､ A昭 一57 3変異の 影響を検討した o Fig･ 21には ､ 野生株と 耶7 3K変異株 から調
整 した反転膜小胞 の A T P加水分解活性 に対す る Na＋の影響を示 した . 野生株 の膜小胞にお い て ､
Na＋に対する親和性は 精製酵素と同様 に二相性を示 し (Fig･ 20)､ K m 値はそ れぞれ 20±4 pM
と 5 m M で あ っ た [71,1 01]o O･05-10 血M NaClの範囲での 様々 な A TP濃度にお ける Hil係数を
Fig･ 2 1 Bに 示 した o 2 m M A T Pに串ける野生株の Hill係数は nH-0.22±0.03で あ っ たが ､ R5 7 3 K
変異体では nH -0･40±0･0 5と､ 野生株と比較 して高い fiill係数を示 したo また R 573 K変異体で
は ､ Na＋に対する - 値と して は 33i7 P の みが算出され たo また低濃度 A T P(0･0
,
1-0･1 m M)
存在下にお い ては ､ 両株 ともにその H ill係数が 1 に近づ い た｡ 測定を行 っ た全て の ÅⅣ 濃度に
お いて ､ 耶 73 K変異株は野生株 よりも高い Hill係数 を示 した(Fig. 21 B)o 以上 の 結果は ､ R 573 K
変 異に より本酵素の Na＋に対する協同性が弱められてい る こと を示唆 して おり ､ NtpI Arg-5 73
は E･ hira eV- AT Pa seの 示す協同性に必須で ある こ とが示されたo
3-3-7 Na＋- AT Pas e反 応に関わ るアミノ酸残基の 同定
原 掛 真核生物の NtpIホ モ ログに つ いて ､ C 末端部分 のアミノ酸配列をFig･ 2 2に示したo Arg1573 の
周辺を含め ､ この簡域は各生物種 v-A J Pas e間で非常によく保存されていることがわかる. こ の 中で ､
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Arg1573と共にイオン輸送に関わるアミノ酸残基を同 郡 一 るために ､ 特に真核細胞型の NtpIホ モ ロ グ
とも保存性 の高い残基から部位特異的変異導入を行っ たo そ の 結果 ､ y 571 L, L 57鴫 L577 R, E 634K
変異体で は ､ Na＋-A TPase活性が ほとん ど観察されなか っ た o また､ L 57 7F,f=626 R, E634Q変異
体では著 しい活性低下が 見られた (TableI V)o H 62 6R､ E 634Q につ いては ､ Na＋#F 出活性､ A TP
加 水分解活性共に野生株 の約2 0 %に低下した (Fig･ 23)o また二NtpIの V- A T Pas e間で保存され
た荷電性 アミノ酸残基をFig･ 24 に示 したが ､ そ の ほとん どは親水性 ル - 簡域に存在する. こ
の 中で第1膜貫通部位に存在すると考えられる Asp-3S4 の変異 (D 384N) は ほとん ど活性に影
響 しなか っ た｡
E･ c olia サブ ユ ニ ッ トにお い ては ､ 必須アル ギ ニ ン残基 (Arg-210) の変異体に対 してそ の近傍
の残基 の ア ル ギ ニ ン - の置換が部分的な抑圧変異となる [115]o そ こ で ､ E･ hira eNtpIにお い て
ア ル ギ ニ ン残基の位置を573(第6膜貫通部位) から対面の - リ ッ ク ス (第7 膜貫通部位) に
移動させた変異体 (R 573uI6 08R, 573Q/Q612R, R 5 73NM61 5 R) を作製した が ､ これらの変異 に
よ る活性の 回復は観察されなか っ た ｡ また ､ これらの残基の 単 - 変異体(Ⅰ608R,Q612R, N 61 5R)
は ､ 野生型とほ ぼ同程度の活性 を示 した (TableIV)o
以上の 結果から､ Arg-573を含む NtpI C末端領域は v-ATPa se間で非常に高く保存されてお り ､
vI A TPas eに よるイ オ ン輸送にお い て重要な役割 を果たして い ることが示唆され たo
3-3-8 NtpI のトポ ロジ ー に つ いて
ハ イドロ パ シ ザ ロ フ ァイル からは､ NtpIは7回膜貫通型(Fig･ 2 4B)であると考えられて いるが ､ それを
確認するため にラベ ル実験を行 っ たo Ntpl に本来存在する 2 個の cystein e(Cys-2 59, Cys-535)を
serin eに置換した cys-lessNtpIを作製し､ それを基 に､ まず Arg-5 73及び活性に関わる残基を含む､
NtpI C末端側 2 つ の膜貫通部位を中心 に Cys 置換変異体を作製した o これらに対 して､ 膜透過性 ･
非透 過 性 の 2 種類の 試薬を反応させ ､ cys 残 基 の S H 基 に 結合した膜 透過 性 試薬 MP B
【脚 -(3- m aleimidylpropio nyl)bio cytin]を a vidin-c o njugated alkaline phosphata seで検出した . M P Bは
鳩 M(N-ethylm alei mide) と同様に､ sH･基との反応に =20 分子を必要とするため ､ 膜貫通領域などの
疎水性の 高い部分に存在するCys 残基とは反応しにくい o よっ て whole c ellでの実験 におい ては ､ 疎
水性 ･膜透過性の h m Bは細胞内 ･細胞外両方の ル - に存在する Cys残基と反応するが√､ 親水性･
膜非透過性の AMS は､ 細胞外に存在するCys残基との み反応するo したが って ､ A M S の前処理によ
りM P B の結合が阻害された時､ その残基は細胞外ル ー プにあると考えられる 【102-1 04]. 結果として ､
s546C 及びⅠ659 Cは膜透過性 S H試薬 である M P Bによりラ ベ ル されたが ､ これ は親水性試薬
A M S の前処理 に よりほぼ完全に阻害された o 一 方 ､ A 598 Cにお いて は A M Sに よ る阻害は観察
され なか っ た (Fig･ 24 A)o これらの結果からs 546
,
I659は細胞外 ､ A 598は細胞質側 の ル ー プ額
域に存在 してい る ことが示 唆され ､ Arg-573及びイオン輸送に関わる重要な残基が c 末端側 2 つ
の膜貫通部位に位置することがわか っ た (Fig. 24 B)0
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以上 の 結果から､ 叫 Arg-5 73は F-, V - A TPas咽 で保存されており､ vo ロ ー タ ー 成分(NtpK)の回転
に影 響を与える､ Na＋-A m as e 反応 に必須 の ア ル ギ ニ ン残基であることが 明らか になっ たo また ､
Arg-573を含む NtpI C末端側領域は Ⅴ- A T Pase間で保存性が高く､ vIA J Pa se によるイオン輸 敵 お
いて重要な役割を果たして いることが示唆されたo この領域は ､ NtpK のイオ ン結合部位(Glu-139) と
共同してイオン輸送に関わる可能性があると考えられるo
3-4 考察
NQJ Arg15 73変質のATPa s e顔合 繊 鎗l=Jqする彪 響
s･ c e r evisia eVphl で は 且 hira eNtpI Arg-573に相当する残基の変異(R 735L) により Na＋-A TPas e
複合体が 不安定になる との報告 が ある 【111】o しか し､ E. hira eV- AT Pas eの 場合､ Arg-573 の変
異は 叫 の安定性や vovl複合体形成 には影響を与えなか っ た (Fig･ 1 7)o また ､ NtpI欠損株
N ID/pflEex(v ecto r) にお い て ､ Vl の 主要なサブ ユ ニ ッ トである NtpA, B が膜分画に検出され
た (Fig･ 1 7 A,lan e2)o これは v -A T Pas e複合体の 形成と何らか の関与が あると考えられ るが ､
理由は 明らか ではない o こ の点 に関 して は ､ 観察された NtpA, Bサブ ユ ニ ッ トが安定な vl複
合体 を形成して い るか に つ いて まず確認す る必要 がある｡
E･ hirae V-A TPa seが 示すNa＋ に材すa東 の彪原像Ir つ い て
Fig･ 2 0に示 したように ､ 本酵素に よる A - 口水分解反応は Na＋依存的であるo Na＋の作用部位
は vo 部分に存在す畠ため (N a＋結合部位､ NtpK Glu-139)【61,62】､ Vl部分における A P力日永
分解に対する Na＋ の影響は vo - の Na＋ の 作用 を反映して い ると考えられ る｡ また ､ A T P力ロ水
分解反応において Na十に対する負の 協同性を示す 【114ド とから､ 親和性の異なる N㌔の 作用
部位 が複数あるこ とが 示唆され るo さらに ､ Hill係数は AT P濃度の 低下にともない 1に近づき ､
協同性が 弱まる (Figs･ 21, 25)【114]o 親和性 の異なる N㌔の作用部位が複数存在するこ とと､
それが A T P濃度に依存す る こ とを考え､ 筆者らは これを以下の ような rNa＋結合部位の 仰
依存性親和性変化 モ デル+ で説明できると考えて い る (Fig1 25)･[114]o i)NtpK 上の Na＋# 合部
位に ､ 高い親和性 で Na＋が結合する (K4Na＋)-15土5 仰 【62]o ii) AJ P加水分解に より NtpK ロ
ー タ ー が回転し､ 結合部位が NtpIと NtpK の境界面に入ると､ Na＋結合部位の構造変化が起き
るo その 結果結合部位の Na＋に対する親和性が低下 し､ Na＋が結合部位から離れ､ Ntplb彬 成
す る チ ャネル を通 して放出され るo ii) 更 なる回転により結合部位が境界面から離れると､ そ
の 構造はもとの 高親和性型 に戻 るo こ のイ オ ン結合部位の構造変化 には 一 定の 時間が必要で あ
ると推測されるo 高濃度の AT Pが存在す る場合 ､ つ まり NtpK ロ ー タ ー の回転が速い場合にお
い て は ､ 残存 してい る低親和性型 の結合部位 (低親和性の 中間状態) に次の N㌔が結合す る｡
こ の ､ 低親和性の 中間状態 - の N㌔の作用が あるために ､ Na＋に対する負の協同性が観察され
ると考えられる 【11 4]o これ に対 して ､ A TP が低濃度の 場合には･ NtpK ロ ー タ ー の 回転が遅く ､
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結合部位 が高親和性型 に戻 るた めに十分な時間が 与えられ る ( 中間状態の 出現が減る)｡ こ の
た め負の協同性が減弱す ると考 えられ る｡ また Fig. 25は NtpK が 3 600 回転す るこ とを前提に
作製 して い るが ､ 仮に完全 な回転ではなく ､ NtpI に対 して NtpK がある振幅で左右に運動す る
(ずれる) としても､ こ の 親和性変化モ デル は同様 に適用できると考えて い る｡
R 5 73 K変異体に つ いて の Na＋依存性 A T P加水分解活性の 測定
.
(Fig. 21) から､ R573 K変異体
は A T P加 水分解反応 におい て ､N a＋に対 して野生株 よりも高い Hill係数を示す ことがわ か っ た ｡
定常状態 で ある 25m M NaCl存在下で の A TPに対す る Km 値は野生株 ､ R5 73 K変異株 それぞれ
0.7m M 及 び o.8 血Mであり､ Arg-573 の変異は A T Pに対する親和性に影響を与えなか っ た(daLta
n otsho w n)o また ､ AJ P加水分解にお ける Na＋に対す る Km 値が野生株 ､ 変異株同様 に低 い (高
親和性 で ある) ことか ら､ NtpK - の Na＋の結合に対す る影響も無視できる程度で あると考え
られ る｡ したが っ て ､ R 573 K変異に より本酵素の Na＋に対する協同性が弱め られて い る こ とが
示された o 前述の モデル よ り ､ これは R 573K変異が NtpK ロ ー タ ー の回転速度を遅く し､ 構造
変化 に十分な時間を供給 して い るためであると考 えられる｡
Na＋ -A TPa se& Gl=ノ野わaア ミノ 磨窺基ir つい て
変異導入 の結果明らかとなっ た N㌔ -Å Ⅳ as e活性 に関わるアミノ酸残基は ､ A噂-573周辺 に存在して
いた(Fig. 2 4). Tyr-571は Leu - の 変異により活性が消失したが ､ こ の残基は α - リックス上で Arg-573
の ほ ぼ反対面に位置するため ､ イオン輸送過程 に直接関与するとは考えにくい ｡ Y 5 71Lにお ける活
性低下は ､ Tyrの 芳香族性の大きな側鏡が他の -リックスとの相互作用に必要とされて いたためである
と考えられる｡ また L 574, L57 7のアル ギニ ン - の変異体にお い ても活性が消失して いた｡ これらは
Arg-573周辺 にpo sitiv e chargeが増加したことが原因であると考えられる｡
E. c oli F-A J Pas e aサブ ユ ニ ッ トに お いて は､ Arg-210と共に Glu-219及び H is-245 が活性に重要
で ある こ とが分か っ て い る【41, 112]. また ､ S. c e r e visia eVphlにおいて も同様 に ､ H is及 び G lu
残基が 活性 に関わ る[111, 116]｡ しか しアミノ酸配列 のア ライメ ン トからは､ E. hira eNtpI の こ
れ らに相当する位置に H is及び Glu残基は存在しない (Fig. 26)｡ また ､ 部位特異的変異導入の
結果 から ､ E. hira eにお い ては NtpI H is-626及び Glu-634 が活性 に必須であ っ た｡ しか し M P B
に よる ラ ベ ル 実験か ら､ これ ら荷電残基は C末端親水性領域に存在すると考え られる(Fig. 2 4)0
s. c e r e visia eVphl での相当す る His, Glu 残基の変異に つ いて はまだ報告がない が ､ これ ら残基
は ､ E. c oli F-A JPas e aサブ ユ ニ ッ トにお ける Glu-219及び flis-245等の役割とは異なり ､ NtpI
チ ャ ネル の 開 口部 に位置 してイ オ ン の放出 ･ 解離過程に関わると推測される ｡
本章で は ､ イオン輸送には Arg-573を含む -リックス部分が中,bとして関わることを示したo Osterらが
提唱 して いる F- Å 汀as eの イオ ン輸送メカ ニ ズム では ､ F. 固定子の positiv echarge(E･ c oliaR210,
p m odestu ma R 227)がイオ ン輸送 を行う上で必須で ある 【117-119]｡ NtpIサブ ユ ニ ッ トの Arg1573
残基 は固定子 NtpI に存在する機能的に必須 の残基 (positive charge) で あり ､ この部位は NtpK
ロ ー タ ー 上のイオン結合部位と共同してイオン輸送に関与していると考えられる｡
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EnteTO C O C Cu ShiT a eNtpJ 由 愉送体による Na＋輸送及びそのイオン輸送機梼
KtrII活性が観察されない n申/遺伝 子被壊株(JE M2)にお いて ､ バリノマ イシン添加により顕著な K十
取り込みがあることを見出し､ そ の解析から J E M 2では野生株よりも高い膜電位が形成されていること
を明らかにした｡ ア ルカリ条件では主 に Na＋ - A T Pas eにより膜電位が形成されるが ､ 野生株とJ E M 2に
r
お いては Na＋-A T Pas e活性に有意な差は認められなか った o しかし､ JE M 2では野生株で観察された
膜電位依存性の Na＋取り込み活性が消失して いた｡ よっ て､ 膜電位の過分極の原 因は ､ NtpJ 欠失に
よる細胞内 - の Na＋再取り込みの減少であることが示された o NtpJは KtrII K＋取り込 み系の構成成分
であるが ､ Na＋透過 にも関与していることがわ か っ た｡
NtpJ に類似する K＋輸送体は ､ 植物から細菌に至るまで生物界に広く分布して いた(Fig. 2 7)o これら
輸送体のメカ ニ ズ ム に つ い て は 不 明な点が 多い が ､ イオ ン透過部位には放線菌の K＋チ ャネル
(KcsA)のイオン透過孔と類似 の構造を持 つと推定され ､ これらは K＋チャネルを共通の祖先として分
化したイオン輸送体ファミリ ー であると考えられる｡
腺球菌 Na＋輸送性液胞型 A T Pas eの構造と機能
筆者らの グル - プは腸球菌 Entero c o c c2LShira eNa＋-A T Pas eの オ ペ ロ ン遺伝子 をク ロ ー ニ ング し､
本酵素が真核細胞型 の 典型的な液胞型 ÅT Pase (V- A T Pas e) である ことを明らか に してきたo
本研究では ､ N a＋- A T Pa seV｡部分の サブ ユ ニ ッ トで ある NtpIが E. c olt F- A T Paseなどの a サブ
ユ ニ ッ トに相当す るこ と を見出し ､NtpI Arg-5 73が F-type, V-type A T Paseにお い て保存された ､
イ オ ン輸送 に必須の ア ル ギ ニ ン残基で あるこ とを明らか に した｡ また､ A昭 一57 3と共にイオン輸送
に 関わる残基を部位 特異的変異導入法により同定し､ 化学修飾試薬を用い たラベ ル実験により､
Arg-573周辺 の膜貫通領域のトポロ ジ ー を決定した. 変異によりNa＋･A Ⅳas e活性に影響を与える残
基 はArg-5 73周辺 に存在しており､ この部位は NtpK ロ - タ - 上 のイオン結合部位(Glu-1 39)と共同し
てイオン輸送に関与して いると考えられる｡
Na＋共役型の Ⅴ -A TPas eの存在はこれまであまり知られていなかっ たが ､ 近年 Clo sh･idz
.
u mpeTPinge ns
をはじめ様々 な細菌に Na＋共役型 v -A T Pas eが存在することがわか っ てきた. 連鎖球菌属においても
v -A TPase は複数の種に分布して いる(Fig. 28)o Na
＋
-A T Pas eの分布と耐塩性 ･耐ア ルカリ性などゐ性
質とは直接関連するもの ではない が , そ の 一 因となりうるものであり､ これら細菌の 生態を理解する上
で重要な情報であると考える｡
以上のように , 本研究によりE. hira eNa＋共役型 v- A TPas e及 び NtpJ Na
＋
, K
十輸送体の研究に ､ 分子
生物学的手法による構造 ･機能の解析法を導入することができた ｡ 特に Na＋-A T Pas eに つ いては ､ 現
在結晶化構造解析な どが進 められてお り ､ E. hiriev-A T Paseは ､ F-ty pe, Ⅴ-ty peA T Pas eにおける
56
エ ネ ル ギ ー 共役 の仕組み の 解明 に構造 ･ 機能の 両面か ら貢献 できる系であると考える｡ 本実験
系を用いて ､ Na＋典役型であるという特性を生か した Ⅴ -A T Pase イオン輸送機構の研究のさらなる進展
が期待される｡
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